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RESUMO 

O câncer do colo do útero (CCU) afeta, no mundo, mais de 500 mil mulheres ao ano 

e é considerado uma das maiores causas de morte relacionadas ao câncer na 

população feminina. Nas duas últimas décadas tem crescido bastante o interesse 

pelo desenvolvimento de biomarcadores que identifiquem alterações celulares 

decorrentes da transformação viral, e que possam aumentar a sensibilidade e a 

especificidade dos métodos de triagem, diagnóstico e prognóstico do CCU. As 

proteínas de Manutenção de Minicromossomos (MCMs), incluindo a MCM7 são 

essenciais para a replicação do DNA e o controle do ciclo celular e, portanto, são 

utilizadas em diversos estudos como biomarcadores de proliferação e prognóstico 

em diferentes tipos de carcinomas. Nossa hipótese é a de que a proteína MCM7, 

apresenta potencial como biomarcador de prognóstico (grau de diferenciação) do 

CCU, e cuja imunomarcação em tecidos cervicais estaria relacionada à presença do 

Papilomavírus Humano (HPV) de alto-risco (AR). Avaliou-se nesse estudo em 43 

biópsias de CCU e em 15 amostras de cervicite (controle) por meio de Imuno-

histoquímica e análise morfométrica, a área de marcação da proteína MCM7. 

Também foi analisada em amostras de DNA extraídas do tecido cervical a presença 

do DNA-HPV e do DNA-HPV16 de AR, por meio da reação de Nested-PCR e Hemi-

nested PCR, respectivamente. A presença do DNA-HPV foi observada na maior 

parte das amostras de tecido cervical, e aproximadamente metade dessas amostras 

foi positiva para o DNA-HPV16. Em relação à marcação de MCM7 em tecidos 

cervicais, observou-se marcação nuclear da proteína em células das camadas basais 

e parabasais do epitélio normal em amostras de Cervicite. Forte marcação nuclear de 

MCM7 foi verificada principalmente em células tumorais de origem epitelial, de 

massas tumorais localizadas no tecido conjuntivo. Contudo, áreas difusas de células 

não-marcadas também foram notadas nesses tumores em células mais atípicas, com 

maior grau de diferenciação. Sobre o parâmetro celularidade, as amostras de CCU 

apresentaram maior número de células marcadas para MCM7 quando comparadas 

ao grupo Cervicite. Verificou-se que os grupos pouco (CCEP) e moderadamente 

(CCEM) diferenciados, apresentaram correlação entre o número de células marcadas 

para MCM7 e o número de células contadas em todas as áreas lesionadas. Além 

disso, observou-se correlação entre o número de células totais marcadas para MCM7 

em CCEP e CCEM e a área de lesão. De acordo com o grau de diferenciação, 

tumores pouco diferenciados apresentam maior nível de proliferação e agressividade 

do que os CCEM. Em relação à presença do HPV e do HPV16, verificou-se que 

maior número de amostras de CCEP foi positivo para MCM7 e para o DNA do 



HPV16 em comparação ao grupo CCEM. Portanto, o nosso estudo aponta o uso 

potencial da marcação tecidual de MCM7 como biomarcador de severidade desse 

câncer causado pelo HPV, auxiliando de forma significativa no diagnóstico e no 

acompanhamento de mulheres portadoras do CCU.  

Palavras-Chave: MCM7, Câncer do Colo do Útero, HPV, Imuno-histoquímica, 

Genotipagem, Biomarcadores de Prognóstico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Cervical cancer (CC) affects more than 500,000 women by year worldwide, and it is 

considered one of the most important causes of cancer-related deaths in the female 

population. In the last two decades, the interest for the development of biomarkers 

that can identify cellular changes resulting from viral transformation has considerably 

grown. The employment of these cell markers may improve the sensitivity and the 

specificity of CC screening, diagnosis and prognosis methods. The Minichromosome 

maintenance (MCMs) proteins, including MCM7 are essential for DNA replication and 

cell cycle control and, therefore, they are used in many studies as proliferation and 

prognostic biomarkers in different types of carcinomas. Our hypothesis is that the 

protein MCM7 has potency to be evaluated as a prognostic biomarker for the CC, 

from whose immuno-staining in cervical tissues would be related to the presence of 

high-risk (HR) Human Papillomavirus (HR-HPVs). Therefore, in this study, 43 cervical 

cancer tissues and 15 cervicitis (control) samples obtained by biopsy were evaluated 

concerning the tissue immune labeling for MCM7 by using immunohistochemistry 

(IHC) and a morphometric-based analysis of the labeled area. In addition, presence 

of DNA-HPV and DNA-HPV16 was also analyzed using DNA samples extracted from 

cervical tissues, and by means of Nested-PCR and Hemi-nested PCR protocols, 

respectively. Presence of DNA-HPV was observed in most of cervical tissue samples, 

and approximately half of samples were positive for DNA-HPV16. Regarding the 

MCM7 expression in cervical tissues, a nuclear protein staining was observed in cells 

from the basal and parabasal layers of the normal epithelium in cervicitis samples. 

Strong nuclear labeling of MCM7 was mainly found in tumor cells from epithelial origin 

in tumor nests located in the connective tissue. However, diffuse areas of unlabeled 

cells were noted in tumors nests composed by more atypical cells and exhibiting a 

higher differentiation degree. Regarding the cell density (cellularity) parameter, CC 

samples showed higher number of MCM7-labeled cell, when compared with tissues 

from the cervicitis group. It was found that the cancer groups diagnosed as poorly 

(CCEP) and moderately (CCEM) differentiated showed a correlation between the 

number of MCM7-positive cells, and the total number of cells counted in the complete 

injured areas. In addition, a correlation between the total number of cells labeled for 

MCM7 in CCEP and in CCEM, and the complete cancer area was observed. 

Concerning the differentiation tumor grading, CCEP is a tumor with higher 

proliferation rates and aggressive behavior than CCEM cancers. Regarding the 

presence of HPV and HPV16 DNA, it was found that the number of CCEP samples 

which presented a higher number of MCM7-positive cells and positivity for HPV16-



DNA, were greater when compared to cancer samples from the CCEM group 

exhibiting similar aspects. Therefore, our study points to the potential use of MCM7 

as a biomarker of the severity of this HPV-associated cancer that may significantly 

improve the diagnosis, and assist the monitoring of women with CC. 

Keys words: MCM7, Cervical Cancer, HPV, Immunohistochemistry, Genotyping, 

Biomarkers, Prognosis. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1. Anatomia do Útero e do Colo do Útero  

 O útero é um órgão fibromuscular oco, que apresenta paredes espessas 

formadas por fibras musculares lisas (miométrio), sendo a parte interna revestida por 

mucosa (endométrio) e a externa pelo peritônio (perimétrio) (DANGELO, J.G; 

FATTINI, C.C, 2007). Esse órgão está localizado na cavidade pélvica e pode ser 

dividido em três regiões: o corpo que compreende os dois terços superiores do útero, 

o istmo que apresenta forma cilíndrica e é a parte mais estreita do órgão e conecta 

os ovários ao corpo do útero, e o colo, também denominado de cérvice, que está 

localizado na porção inferior do útero e que se une à vagina (Figura 1) (SMELTZER, 

S.C; BARE, B.G, 2005). 

O colo do útero é uma estrutura fibromuscular revestida externamente pela 

ectocérvice que é formada por um epitélio pavimentoso estratificado não 

queratinizado, e internamente, por um epitélio glandular cilíndrico, denominado 

endocérvice. Sendo assim, os dois tipos celulares principais responsáveis por 

revestir o colo do útero são as células escamosas da ectocérvice e as células 

glandulares da endocérvice. A junção desses dois tecidos epiteliais é conhecida 

como junção escamo-colunar (JEC), considerada uma região de alto potencial de 

transformação celular (Figura 2) (BARROS, A., et al., 2012). 

Figura 1: Esquema da anatomia do útero e do colo uterino. Fonte: Adaptado do site 

Anatomia em foco, 2019   <https://www.anatomiaemfoco.com.br/> e do site KASVI, 2020 
<https://kasvi.com.br/hpv-cancer-colo-utero>. Acesso em 12 de junho 2020. 
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1.2.  Epidemiologia do Câncer do Colo do Útero 

O CCU é uma doença resultante de alterações no ciclo celular que levam a 

um crescimento desordenado das células que revestem a cérvice uterina. Essa 

patologia é responsável anualmente pela morte de muitas mulheres em todo o 

mundo, sendo considerada pela Organização Mundial de Saúde (OMS), o quarto tipo 

de câncer mais frequente entre elas, afetando principalmente a população feminina 

mais pobre e vulnerável, tornando-se, portanto, um fardo na saúde pública. 

Segundo a OMS, foi estimado o número de 570 mil casos de CCU em 2018 

e que em 2040 esse número aumentará para 776.857 mil casos. Além disso, esse 

tipo de câncer é responsável pela morte de 311.000 mulheres a cada ano, sendo que 

acima de 85% delas ocorrem em regiões com baixo poder socioeconômico (IARC, 

2019; WHO, 2019). Assim, algumas regiões que podem ser destacadas como 

apresentando uma maior prevalência desse tipo de tumor, seriam a África 

Subsaariana, o Sul da Ásia, a América Latina, o Caribe e a Melanésia, sendo que 

apenas na América Latina e no Caribe durante o ano de 2018, observou-se 

aproximadamente 56.000 novos casos de CCU com mortalidade de 28.000 casos 

por câncer do colo (IARC, 2018b). No entanto temos uma menor prevalência em 

países da Ásia Ocidental, Austrália/Nova Zelândia e América do Norte (BRAY et al., 

2013; TORRE et al., 2015; GINSBURG et al., 2017). 

No Brasil, o CCU é o terceiro tipo de câncer mais frequente na população 

feminina, ficando atrás apenas do câncer de mama e do colorretal, e a quarta causa 

de morte de mulheres por câncer no país (INCA, 2020a). Estimativas para o triênio 

2020-2022 apontaram o surgimento de 16.590 novos casos dessa neoplasia em todo 

o país, sendo 15,43 casos para casa 100 mil mulheres. Ainda segundo o INCA, o 

Figura 2: Esquema e corte histológico da junção escamo-colunar (JEC) em que se 

observa a junção dos dois tipos de epitélio escamoso e colunar. Figura A esquema da 

JEC formada por epitélio escamoso (células em vermelho) e epitélio colunar simples (células em 

azul). Na figura B observa-se um corte histológico do tecido cervical evidenciando a JEC (seta), em c1 

o epitélio escamoso e em c2 o epitélio colunar simples. Fonte: Adaptado de Caderno referência 1: 

Citopatologia Ginecológica, BARROS et al, 2012. 
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CCU é o segundo tipo de câncer mais prevalente nas Regiões Norte (21,20/100 mil), 

Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil). Já na Região Sul 

(17,48/100 mil) é o quarto tipo mais comum e por último, na Região Sudeste 

(12,01/100 mil) está na quinta posição de prevalência (INCA, 2020b). 

Para o ano de 2020, segundos dados do INCA, nos estados de Minas Gerais, 

Rio de Janeiro e São Paulo as estimativas de incidência do câncer de colo serão 

respectivamente de 1.270, 1.640 e 2.250 novos casos. Em Belo Horizonte, estimou-

se a taxa de surgimento de 9,34 novos casos a cada 100 mil mulheres no ano de 

2020 (INCA, 2020c). 

Diversos estudos epidemiológicos e moleculares desenvolvidos nos últimos 

40 anos demonstraram que o Papilomavírus Humano (HPV) está intimamente 

relacionado com a patologia do câncer cervical (zur HAUSEN, 1977). Segundo a 

OMS, o HPV é a infecção viral mais comum do trato reprodutivo (WHO, 2019b). O 

risco da infecção pelo HPV é fortemente relacionado com a existência de elevado 

número de parceiros sexuais, frequência e início precoce da vida sexual (PINTO & 

QUEIROZ, 2013). A infecção por esse vírus pode ocorrer em qualquer faixa etária 

(CUTTS et al. 2007), sendo que a probabilidade de infecção por HPV diminui com o 

envelhecimento das mulheres (MUÑOZ et al., 2004; CASTLE et al., 2005). Alguns 

trabalhos demonstram um pico bimodal de infecção pelo HPV, com ocorrência do 

primeiro na idade de 20 anos e de um segundo pico na idade de 45-50 anos. Estes 

casos são observados especialmente em populações de alto risco para o CCU 

(MOLANO et al., 2002; CUTTS et al., 2007). 

Há fortes evidências de que o HPV além de ser o principal agente etiológico 

do CCU, também pode ser o causador de diferentes tipos de câncer como o de 

pênis, vulva, vagina, ânus, cabeça e pescoço. Sendo assim, o HPV é responsável 

por 4,5% (630.000) de todos os novos casos de câncer em todo o mundo 

(DEPUYDT, et al. 2017; SERRANO et al., 2018). No CCU, o HPV está presente em 

mais de 99% dos casos (WANG, X. et al., 2018).  

Atualmente, sabe-se que a infecção persistente por HPVs de alto-risco (AR) 

oncogênico é o principal fator de risco para o desenvolvimento desse tipo de câncer. 

Contudo, além do HPV, fatores imunológicos, nutricionais e comportamentais 

também podem influenciar a progressão das Lesões Intraepiteliais até o carcinoma 

(BOSCH & SANJOSÉ, 2002; JASTREBOFF & CYMET, 2002). Apesar da existência 

de metodologias de rastreio que possibilitam prevenir e diagnosticar o CCU 

precocemente, o câncer relacionado ao HPV continua sendo uma das principais 

causas de mortes entre a população feminina em diferentes partes do mundo, 
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principalmente nos países menos desenvolvidos que não possuem programas de 

Rastreamento consolidados. 

 

1.3. O Papilomavirus Humano (HPV) 

O HPV pertencente ao grupo Papilomavírus (PVs) da família Papillomaviridae 

é um vírus pequeno (55nm) com DNA de dupla-fita, que apresenta capsídeo, mas 

que não possui um envelope responsável por envolver o material genético (Figura 3). 

Os PVs estão divididos em gêneros, espécies, tipos, subtipos e variantes devido à 

semelhança na sequência de nucleotídeos da região mais conservada do genoma 

viral, a porção do gene L1 (de VILLIERS et al., 2004; BERNARD et al., 2005; 

MORSHED et al., 2014; EGAWA et al. 2015). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Os HPVs do gênero Alfa – papilomavirus são os vírus de maior importância 

clínica e epidemiológica, responsáveis por causar verrugas e lesões na pele e na 

mucosa ano-genital. Entretanto, existem outros quatro gêneros nos quais os HPVs 

são distribuídos: Beta, Gamma, Mu e Nu-papilomavirus, que possuem tipos de HPVs 

responsáveis por causar apenas lesões cutâneas (de VILLIERS et al., 2004; EGAWA 

& DOORBAR, 2017). (Figura 4). Como mencionado, a divisão dos PVs em cinco 

gêneros é devido às diferenças na sequência de DNA do gene L1 sendo que alguns 

tipos possuem sequências de nucleotídeos com diferenças de no mínimo 10% 

quando comparadas a outros Papilomavirus. O gene L1 é útil para a classificação e 

construção de árvores filogenéticas, por ser bem conservado e poder ser alinhado 

entre todos os PVs conhecidos (BERNARD H.U., et al. 2010). 

Nos últimos anos, métodos de detecção sensíveis permitiram identificar uma 

grande quantidade de novos tipos de HPV, principalmente dos gêneros Beta e 

Gamma. Embora a filogenia forneça importantes informações sobre a associação 

Figura 3: Fotomicrografia eletrônica de contraste negativo de partículas do HPV1. A 

barra de escala representa 100nm. Fonte: Virus Taxonomy: Classification and Nomenclature of Viruses, 

MURPHY, et al., 1995. 
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dos HPVs com doenças, tipos de HPV intimamente relacionados podem causar 

patologias distintas (DOORBAR, J. et al., 2015). Observa-se, por exemplo, que os 

HPVs 6 e 11 compartilham 85% de identidade de sequências de seus genomas; 

porém o HPV6 é encontrado mais frequentemente em verrugas anogenitais do que o 

HPV11, que é a principal causa de papilomas da laringe. Já o HPV13 compartilha 

78% de identidade de sequência com os HPVs 6 e 11, não estando, contudo, 

associado ao surgimento de verrugas ou papilomas (DOORBAR, J. et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O genoma desse vírus é dividido em três porções: (i) uma região transcrita 

precocemente denominada região precoce (do inglês Early-region), composta por 

genes que codificam seis proteínas regulatórias, E1, E2, E4, E5, E5, E6 e E7; (ii) 

uma região tardia (do inglês Late-region) contendo os genes L1 e L2, responsáveis 

pela produção das proteínas constituintes do capsídeo viral, e uma região reguladora 

longa (LCR – do inglês Long Control Region), que possui função de regular a 

expressão gênica do HPV, e na qual se encontra a Origem de Replicação Viral (ORI) 

(Figura 5) (GROVES & COLEMAN, 2015; GRAHAM, 2017). 

Na região precoce do genoma do HPV, o gene E1 codifica a proteína 

responsável pela replicação do genoma viral, atuando como uma DNA helicase 

Figura 4: Árvore filogenética dos Papilomavírus Humano (HPVs). Os HPVs são divididos 

em cinco gêneros: Alpha-papillomavírus, Beta-papillomavírus, Gamma-papillomavírus, Nu-

papillomavírus e Mu-papillomavírus. O gênero Alpha-papillomavírus (representado de amarelo e rosa) 

é o de maior relevância clínica por causar lesões mais recorrentes. Na porção destacada em amarelo 

estão representados os tipos virais de baixo-risco oncogênico que infectam a pele e mucosas, e em 

rosa, os HPVs de alto-risco oncogênico relacionados com o desenvolvimento de lesões pré-invasivas 

e do câncer. Fonte: Adaptado de EGAWA & DOORBAR, 2017. 



23 
 

dependente de ATP. Juntamente com E1, a proteína regulatória E2, também 

participa dos processos de replicação, transcrição, segregação e encapsulação do 

genoma. O complexo formado por E1-E2 se liga à ORI viral recrutando fatores de 

replicação da célula hospedeira que irão possibilitar a duplicação do DNA viral. O 

gene E2 possui capacidade de regular a expressão dos genes do HPV, atuando 

como um repressor da transcrição gênica de E6 e E7 e, quando expressa em níveis 

muito elevados a proteína E2 é capaz de induzir a apoptose (GRAHAM S.V., 2010; 

RAJ et al., 2004; SCHUCK et al., 2013). 

O gene E4, tem como função codificar uma proteína associada à maturação 

viral e à alteração da matriz intracelular (GRIFFIN et al. 2012; MORSHED et al., 

2014; EGAWA et al. 2015) Sendo assim, a E4 age na remodelação da rede de 

citoqueratina da célula infectada, facilitando a montagem e a maturação do vírus, 

podendo ser expressa em diferentes camadas do epitélio (OLIVEIRA et al. 2003; 

GOMES, 2012; LOPES, 2014; MORSHED et al., 2014). 

Com relação aos genes E5, E6 e E7, muitos estudos já demonstraram que 

estes são essenciais para a formação de carcinomas HPV positivos (ESTEVÃO et al. 

2019.). A infecção por HPVs de AR é responsável por regular as vias que promovem 

o desenvolvimento do câncer através desses três genes, E5, E6 e E7. Dentre os 

eventos celulares de promoção do câncer destaca-se: (i) a manutenção da 

sinalização proliferativa através de E5 e E7 permitindo a imortalidade replicativa por 

meio de E6; (ii) a ativação de invasão e metástase via E6, além da desregulação na 

produção da energia celular mediada por E6 e, (iii) a indução de angiogênese local 

por meio de E6 e E7, através da desregulação das vias promotoras desse evento 

(RODEN et al. 2018). 

A proteína E5 tem sido considerada atualmente como uma oncoproteína, 

similar a E6 e E7 com papel na proliferação celular, pela sua capacidade de 

mimetizar a ação de fatores de crescimento. A E5 é uma proteína transmembrana 

pequena, que se localiza no retículo endoplasmático e no complexo de Golgi da 

célula hospedeira. Além disso, a E5 também é responsável por modular diversos 

mecanismos do sistema imune, incluindo a apresentação de antígenos e a ação em 

vias inflamatórias (DOORBAR et al., 2012; MORSHED et al., 2014; DOORBAR et al., 

2015; WANG, X., et al., 2018). Alguns trabalhos têm demonstrado sua importância 

na modulação e na transformação da célula, ou seja, cooperando com os genes E6 e 

E7 para a progressão da carcinogênese (ESTEVÃO et al. 2019.). 

As proteínas E6 e E7 são responsáveis pela desregulação do ciclo celular 

através da interação e inativação de proteínas de genes supressores de tumor, 

favorecendo dessa forma a reprodução do vírus nas células do hospedeiro, 
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independente do seu grau de diferenciação (PAULINO-JÚNIOR et al., 2011). Além 

disso, essas oncoproteínas interferem na síntese de DNA, devido à inativação de 

p53 e da proteína do retinoblastoma (pRb). A E6 interage com a proteína p53 

mediante ligação com a proteína E6AP (do inglês E6-Associated Protein), que atua 

como supressor de tumor celular, levando à ubiquitinação e à rápida degradação de 

p53 nos proteassomos. A inativação de p53 acarreta o comprometimento de sua 

função, envolvida no controle do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose levando a 

célula `a instabilidade genômica e a desenvolver mutações somáticas. A proteína E6 

também é responsável por atuar no crescimento celular sem ancoragem à matriz 

extracelular, levando ao crescimento desordenado, e na ativação da telomerase o 

que promove a imortalização celular (PINTO & QUEIROZ, 2013; JIN & XU, 2015; 

LONGATTO FILHO et al., 2015). 

A oncoproteína E7 é conhecida pela sua capacidade de interação com uma 

grande diversidade de moléculas que estão envolvidas em diferentes vias celulares 

(ESTEVÃO et al. 2019.). A E7 está envolvida na evasão da vigilância imunológica do 

hospedeiro e, assim como a proteína E6, atua na transformação maligna e no 

crescimento celular independente de ancoragem à matriz extracelular. A E7 se liga à 

forma hipofosforilada da pRb, levando à alteração do complexo formado entre a pRb 

e o fator de transcrição E2F. Quando E2F está livre, ele é responsável pela 

estimulação da transcrição de genes que são necessários para a entrada na fase S 

do ciclo celular. Assim, a inativação de pRb por E7, acarreta a liberação da ação de 

E2F, que quando desregulada leva à consequente desregulação do ciclo celular e ao 

aumento da replicação do DNA (RAJ, et al., 2004; PAULINO JÚNIOR et al., 2011; 

JIN & XU, 2015). 

Portanto, as proteínas E6 e E7 atuam diretamente no processo de 

carcinogênese viral uma vez que são responsáveis por estimular a proliferação 

celular ao inativar p53 e a pRb, respectivamente (MORSHED et al., 2014; EGAWA et 

al. 2015; DE SANJOSÉ et al. 2018). 
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1.3.1. Classificação dos HPVs 

Os Papilomavírus apresentam como característica de extrema importância a 

restrição de hospedeiro específica ao tipo e o tropismo por células epiteliais, de 

forma que os diferentes tipos de HPV são capazes de infectar apenas células 

humanas. Além disso, os tipos específicos de papilomavírus apresentam tropismo 

diferentes, onde causam lesões com patologias clínicas distintas (Doorbar et al., 

2015; Egawa et al. 2015). Os HPVs infectam tanto as mucosas quanto os tecidos 

cutâneos e são classificados de acordo com o seu tropismo como cutaneotrópicos e 

mucosotrópicos (CRISH et al., 2000; ZUMBACH 2000; SILVA et al., 2002). 

Estudos anteriores descreveram que atualmente existem cerca de 200 tipos de 

HPV que podem ser divididos em: (i) HPVs de baixo-risco (BR), que estão 

associados às verrugas genitais e às Lesões Intraepiteliais de Baixo-Grau (LBG/NIC 

I) - os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 e 72; e (ii) HPVs de alto-risco (AR), 

relacionados às lesões de Alto-Grau (LAG/NIC II e NIC III) e ao câncer cervical - os 

tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 66 e 68 (revisão em VILLIERS et al., 

2004; ALEYO CHABEDA, 2017). 

Acredita-se que essa força de indução ao câncer pode ser explicada pela forma 

como as oncoproteínas dos diferentes tipos virais, atuam no posicionamento e na 

regulação do promotor, bem como nos padrões de “splicing” do mRNA (ácido 

ribonucleico mensageiro) e pela capacidade de tipos virais distintos se integrar ao 

genoma do hospedeiro. Essas diferenças alteram a expressão dos genes E6 e E7 

responsáveis por codificar as principais oncoproteínas virais, levando a um aumento 

Figura 5: Representação esquemática do genoma do HPV 16. Os demais tipos de HPV 

apresentam genoma similar com uma região precoce representada na imagem em diferentes cores 

compostas pelos genes regulatórios E1, E2, E4, E5, E6 e E7; uma região tardia que apresenta os genes 

L1 e L2 representados em azul na imagem, e por último, representado de cinza, a região reguladora 

longa (LCR – do inglês Long Control Region). Fonte: Adaptado de GRAHAM, 2017.  
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da gravidade da lesão e de suas chances de progressão (DOORBAR et al., 2012; 

EGAWA & DOORBAR, 2017). 

Já é bem estabelecida na literatura a associação dos HPVs de AR com o 

câncer do colo do útero. Como consequência, o teste de detecção do DNA do HPV 

na triagem cervical e a utilização de vacinas profiláticas contra os HPVs 16 e 18, - os 

principais tipos de Papilomavírus responsáveis pelo câncer do colo do útero - foram 

implementados na prática clínica para auxiliar na prevenção dessa Patologia (ZUR 

HAUSEN, 2009; DE SANJOSÉ et al. 2018). Por outro lado, os tipos de HPVs de BR 

que abrangem a maioria dos Papilomavírus conhecidos são responsáveis por causar 

lesões hiper-proliferativas benignas, e raramente são uma causa frequente de 

carcinoma maligno (EGAWA & DOORBAR, 2017).  

Atualmente, sabe-se que a progressão de Lesões Intraepiteliais cervicais ao 

carcinoma é baseada na infecção persistente por HPVs de AR. A persistência das 

infecções está associada à carga viral, à deficiência da resposta imunológica, à 

exposição a fatores mutagênicos, entre outros elementos que podem permitir a 

evolução de uma lesão de baixo grau (LBG) à lesão de alto grau (LAG) até alcançar 

o estágio de câncer cervical (DOORBAR et al., 2015; EGAWA et al. 2015; EGAWA & 

DOORBAR, 2017). Assim, os eventos mais importantes na progressão das lesões 

cervicais podem ser resultado de uma desregulação na expressão das oncoproteínas 

transformantes E6 e E7, que levam ao aumento da proliferação celular nas camadas 

inferiores do epitélio, e consequentemente, na incapacidade do sistema de reparo 

em corrigir corretamente os danos sofridos pelo DNA celular (DOEBERITZ, 2002; 

MATTHEWS et al., 2003; PATEL & CHIPLUNKAR, 2009). 

 

1.3.2. O Ciclo de Vida do HPV 

 Como ressaltado, os HPVs apresentam tropismo por células epiteliais, e 

assim dependem da diferenciação desse tipo celular para a sua reprodução. O ciclo 

de vida do HPV tem início na camada basal do epitélio estratificado escamoso que 

reveste a ectocérvice uterina, pela infecção do vírus às células basais e parabasais 

do epitélio cervical, e seguindo em direção ao topo do epitélio (Figura 6).  

Para que o HPV consiga alcançar as células da camada basal e dar início à 

infecção, é necessário que ocorra a perda da integridade do epitélio por meio de 

fissuras ou micro-lesões neste epitélio que podem ser promovidas pelo ato sexual, 

facilitando assim, a penetração das partículas virais. À medida que se inicia a divisão 

celular, as células basais que têm a função de repopulação do epitélio agora 

infectado, produzem novas células que vão posteriormente se diferenciar carregando 
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no seu interior partículas virais ou cópias do genoma do HPV. Além disso, as células 

carregando partículas do HPV que permanecerão na camada basal do epitélio irão 

constituir um reservatório permanente do vírus, determinando assim a cronificação 

da infecção (ZUR HAUSEN, 2000; TYRING, 2000; DOORBAR, 2005; DURZYNSKA 

et al., 2017; IARC, 2019a). 

A internalização do vírus é um processo lento e complexo que pode durar 

horas, e no caso de alguns tipos de HPVs como os tipos 16 e 31, essa internalização 

se dá por endocitose mediada por Clatrina e por Caveolina, respectivamente 

(BOUSARGHIN et al., 2003). A perda do capsídeo viral dentro da célula do 

hospedeiro permite que o DNA do vírus seja transportado para o núcleo dessas 

células, onde irá sofrer a ação de fatores nucleares da célula hospedeira, que 

interagem com a região LCR do vírus, ativando a replicação e a transcrição virais. No 

início da infecção o genoma viral será mantido sob a forma de DNA epissomal 

abrangendo aproximadamente 50 a 100 cópias por célula após a replicação viral 

(HUBERT & LAIMINS, 2002; ZUR HAUSEN, 2000 e 2002; DOORBAR, 2012, 

HORVATH et al., 2010). 

Após essa fase de latência, o HPV pode iniciar a fase produtiva da infecção, 

ativando a maquinaria do hospedeiro para permitir a proliferação viral. Os 

Papilomavírus devem replicar o seu genoma e empacotá-lo em partículas virais, para 

que assim possam produzir novos vírions infecciosos. Essa replicação ocorre nas 

células em proliferação geralmente presentes na camada basal do epitélio, sendo 

necessária a expressão das proteínas E4 e E5 cujas funções na replicação não 

estão bem definidas. Para que a replicação viral ocorra é necessária a ligação de E2 

à região regulatória do DNA viral (LCR), assim como o recrutamento mediado por E2 

para a ORI viral, da proteína E1 que atua como uma helicase (ZUR-HAUSEN, 2000; 

DOORBAR et al., 2012; DOORBAR et al., 2015). Durante a fase produtiva a 

expressão de E6 e E7 é mantida, havendo consequentemente um aumento da 

expressão dos genes tardios L1 e L2 para a formação de vírions nas células sob 

diferenciação. Adicionalmente, ocorre aumento da produção de E1 e E2 para que 

possa haver um aumento do número de cópias virais (HUBERT & LAIMINS, 2002; 

DOORBAR et al., 2012; LOPES, 2014; EGAWA et al. 2015; MORGAN et al., 2017). 

Para que a produção de partículas virais seja efetuada, a proteína L2 que é a 

proteína secundária, e a proteína L1 que é a proteína principal do capsídeo são 

produzidas, assim que a replicação do genoma viral é finalizada. Assim, L1 e L2 são 

produzidas nas camadas médias ou superficiais do epitélio infectado, e as partículas 

virais são formadas e liberadas somente quando as células infectadas alcançam a 

superfície do epitélio (ZUR-HAUSEN 2000 e 2002; DOORBAR, 2005). 
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1.4.  Lesões Precursoras do Câncer de Colo Útero 

 O câncer do colo uterino normalmente aparece após uma longa fase de 

doença pré-invasiva, que correspondem às lesões precursoras do câncer cervical. 

Essas lesões que ocorrem antes do câncer invasivo são caracterizadas 

microscopicamente como resultado de uma série de eventos, que progridem desde a 

atipia celular até vários graus de displasia (MARTIN & O'LEARY 2011). 

As Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs) são lesões proliferativas que 

apresentam células com diferentes graus de atipias e maturações anormais, que 

podem estar presentes em parte ou em toda a espessura do epitélio escamoso 

cervical. De acordo com a classificação Citológica de Bethesda, as lesões mais 

simples ou de baixo-grau são classificadas na Citologia como Lesões Intraepiteliais 

Escamosas de Baixo Grau – LGB (LSIL, sigla inglesa para Low-grade Squamous 

Figura 6: Esquema do ciclo de vida do HPV. O papilomavírus humano (HPV) atinge as células basais do 

epitélio escamoso cervical através de micro-lesões. Após a infecção, os genes precoces do HPV E1, E2, E4, E5, 

E6 e E7 são expressos e se inicia a replicação do DNA viral epissomal (núcleos roxos). Nas camadas superiores 

do epitélio, o genoma viral é replicado ainda mais, e os genes tardios L1 e L2 são expressos para a formação do 

capsídeo e consequentemente das partículas virais que irão infectar novas células. Lesões Intraepiteliais de baixo-

grau (NIC I) suportam a replicação viral produtiva. No entanto, algumas lesões ancoradas a infecções por HPV de 

alto-risco progridem para Neoplasia Intraepitelial Cervical de alto-grau (NIC II e III). A progressão de Lesões 

Intraepiteliais não tratadas para o câncer invasivo está associada à integração do genoma do HPV nos 

cromossomos da célula hospedeira (núcleos vermelhos), com perda de E2 e o aumento subsequente da expressão 

de E6 e E7. Fonte: Adaptado de Woodman, C. et al., 2007. 
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Intraepithelial Lesion), e de acordo com a classificação histológica as LGB 

correspondem à Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I (NIC I). Já as lesões 

cervicais de alto-grau, as Lesões Intraepiteliais Escamosas de Alto Grau – LAG 

(HSIL, sigla inglesa para High-grade squamous Intraepitelial Lesion) são 

classificadas pela Histopatologia em Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau II (NIC 

II) e grau III (NIC III) (PAULINO JÚNIOR et al., 2011).  

Segundo critérios histológicos, a classificação das NICs em graus I, II e III 

depende da proporção de células maduras e diferenciadas presente na espessura do 

epitélio cervical (Figura 7). Sendo assim, são consideradas lesões de NIC I aquelas 

que apresentam células neoplásicas indiferenciadas, localizadas no primeiro terço 

inferior do epitélio escamoso, ou seja, próximo à camada basal (Figura 7B). Lesões 

classificadas como NIC II possuem células alteradas que ocupam os dois terços 

inferiores desse epitélio (Figura 7C). Quando há presença de graus mais severos de 

NIC, temos proporção maior de células indiferenciadas na espessura do epitélio, com 

a camada superficial delgada composta por células maduras e diferenciadas (AIDÉ 

et al. 2009; IARC, 2019b). Portanto em NIC III, as células atípicas comprometem 

acima de dois terços ou toda a espessura do epitélio (Figura 7D). Uma vez que 

essas lesões invadem o estroma do tecido, temos o surgimento do Carcinoma 

cervical (Figura 7E). 

Figura 7: Imagens de cortes histológicos do tecido cervical corados por HE (Hematoxilina e 

Eosina). Na primeira imagem A, observa-se o epitélio cervical normal composto por camadas basais e parabasais 

contendo células epiteliais imaturas sem alterações, e camada superficial com células diferenciadas normais. No corte 

histológico B, observa-se a presença de lesão que acomete um terço da espessura do epitélio e apresentando células 

indiferenciadas principalmente próximas `a camada basal do epitélio, caracterizando uma lesão de NIC I. Em C, a 

lesão  é classificada como NIC II, uma vez que compromete os dois terços inferiores do epitélio, e ainda é possível 

observar anormalidades nucleares mais evidentes do que as vistas em NIC I. No corte representado em D, temos 

uma lesão classificada como NIC III que está presente em toda a extensão do epitélio, no qual observa-se a presença 

significativa de anormalidades nucleares e perda de polaridade celular. Na imagem E, há um corte histológico de 

Carcinoma cervical com células com diferentes graus de diferenciação e formando ninhos sólidos. Além disso, 

observa-se uma grande infiltração das massas tumorais no estroma no tecido e a presença de infiltrados 

inflamatórios. Coloração de HE. Em A: aumento de 40X, B: aumento de 400X, C-E: aumento de 100X.  Fonte: 

Adaptado de Anatomia Patológica UNICAMP 2019; IARC 2019b. 
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As Lesões Intraepiteliais Escamosas podem regredir, persistir ou progredir, 

dependendo da resposta imune de cada paciente (GRAVITT, 2011). Muitos trabalhos 

têm demonstrado resultados de regressão, persistência e progressão dessas lesões 

Intraepiteliais cervicais (OSTÖR, 1993; COLIE et al. 2018, TAINIO et al., 2018, 

ZHANG & LU, 2019). Lesões menos graves como a NIC I regridem 

espontaneamente na maioria dos casos; porém lesões de alto grau (NIC II ou NIC III) 

possuem chances maiores de progressão ao câncer cervical (ZHANG & LU, 2019). 

Aproximadamente 20% das NICs I progridem para NIC II, 30% destas lesões irão 

progredir para NICIII e 40% dessas lesões irão progredir ao câncer invasivo 

(MELNIKOW et al., 1998; ZUR-HAUSEN 2002; MOSCICKI et al., 2004; PETO et al., 

2004).  

Diferentes estudos epidemiológicos realizados nos últimos anos, foram 

dedicados à elucidação dos fatores de risco associados à patologia do câncer 

cervical. E atualmente sabe-se, que a infecção persistente por tipos oncogênicos de 

HPVs e a carga viral representam fatores de risco essenciais para o desenvolvimento 

do câncer de colo uterino (BOSCH & MUÑOZ, 2002; BOSCH & SANJOSÉ, 2002; 

JASTREBOFF & CYMET, 2002; ZUR HAUSEN, 2009). As taxas de frequência dos 

HPVs de AR entre as mulheres diferem de acordo com os países e etnias, além de 

serem dependentes de fatores socioeconômicos. No entanto, os HPVs 16 e 18 são 

os mais prevalentes e contribuem aproximadamente com 70% de todos os casos de 

CCU, entre 41%-67% de lesões de alto grau (NIC II e III) e entre 16-32% de lesões 

de baixo grau (NIC I) (CLIFFORD et al., 2006; WANG, X. et al., 2018; BRUNI et al., 

2019). Sabe-se que o HPV16 é responsável por pelo menos 50% dos casos de 

carcinoma cervical. Mas há outros tipos de HPVs de AR que também estão 

relacionados com esse tipo de câncer como os 31, 33, 35, 45, 52 e 58; estes 

representam mundialmente acima de 20% das neoplasias do colo do útero 

(CLIFFORD et al, 2006; WANG, X. et al., 2018). Com relação aos HPVs de BR 

oncogênico, os tipos mais prevalentes são os HPVs 6 e 11 que são frequentemente 

encontrados em cerca de 90% dos condilomas acuminados (HAWKINS et al., 2013; 

PINTO & QUEIROZ, 2013). 

Outros fatores como a presença de múltiplos parceiros sexuais, o tabagismo, 

a multiparidade, o uso de anticoncepcionais orais e o comprometimento do sistema 

imune podem levar a um aumento na probabilidade de progressão das lesões pré-

cancerígenas ao carcinoma invasor (BOSCH & SANJOSÉ, 2002; JASTREBOFF & 

CYMET, 2002, KASAP et al., 2011; BOSCH et al., 2013). De fato, o modelo 

atualmente mais aceito para a progressão de lesões Intraepiteliais cervicais ao 

carcinoma é baseado na infecção e persistência de HPVs de AR, que associadas à 
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deficiência imunológica e à exposição a fatores mutagênicos (que elevariam a 

atividade de genes virais como E6 e E7), poderiam causar a progressão das LSIL 

para as HSIL e dessas lesões ao câncer invasor (ZUR-HAUSEN, 2002; KASAP et 

al.,2011; HIBMA et al., 2012). 

 

1.5. O Câncer do Colo do Útero 

A integração do genoma do HPV ao genoma do hospedeiro é um dos principais 

fatores para o desenvolvimento do carcinoma cervical, uma vez que há a perda de 

controle do ciclo celular devido ao aumento da expressão dos genes E6 e E7 (GAO 

et al., 2011; PAULINO JÚNIOR et al., 2011; MOTEVASELI et al., 2013; 

HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; TAN & ANKATHIL et al. 2015; GRAHAM, 

2017; GROVES & COLEMAN, 2018). Durante qualquer fase do processo infeccioso 

pode ocorrer a integração do genoma do HPV. Assim, sua detecção se dá em lesões 

pré-malignas, mas a quantidade de células contendo o DNA do HPV integrado 

aumenta de acordo com a progressão das lesões ao câncer (SHUKLA et al.,2014). 

Sabe-se que grande parte dos Carcinomas cervicais (aproximadamente 90% dos 

casos) apresenta o genoma dos HPVs de AR integrado ao DNA celular (PINTO & 

QUEIROZ, 2013).  

Com relação à infecção persistente, observa-se que a maior parte das infecções 

por HPV são transitórias. No entanto, estima-se que 20% das mulheres e 6% dos 

homens desenvolvem infecção persistente pelo HPV levando à progressão da 

doença (GIULIANO et al., 2008; MIRANDA et al. 2013; SHANMUGASUNDARAM & 

YOU, 2017). Alguns trabalhos descrevem outros fatores que estão relacionados `a 

persistência viral como o tabagismo (HAUKIOJA et al., 2014), o consumo elevado de 

bebidas alcoólicas (OH et al. 2014), o uso de contraceptivos orais, a susceptibilidade 

genética (WANG S. & HILDESHEIM, 2003; MOSCICKI et al. 2012), os mecanismos 

de evasão à resposta imune (STERN, 2005; HERNANDEZ-MONTES et al., 2012) e a 

infecção por múltiplos tipos de HPV (MIRANDA et al., 2013; WEELE et al., 2016). 

A carga viral do HPV pode estar diretamente associada com a carcinogênese, 

sabe-se que a presença de alta carga viral de HPVs de AR oncogênico está 

relacionada com maiores taxas de persistência viral, com o surgimento das lesões 

pré-cancerígenas, com o aumento das proteínas virais oncogênicas, com o aumento 

da probabilidade de integração do DNA viral. Portanto, todos esses fatores podem 

favorecer a progressão das Lesões Intraepiteliais Cervicais para o CCU (MÄNNIK et 

al., 2002; KADAJA et al., 2007; PARK et al., 2008; NACHAJOVA et al., 2015; 

WEELE, et al., 2016). 
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A carga viral do HPV pode estar diretamente associada com a carcinogênese. 

No estudo desenvolvido por Dong e colaboradores (2018) a carga viral dos HPVs 16, 

31, 33, 52 e 58 foi relacionada à severidade das lesões cervicais. No entanto para os 

HPVs dos tipos 18, 45, 56 e 59 não foi observada correlação entre a carga viral e o 

agravamento das lesões (DONG, et al., 2018). Sabe-se que a presença de alta carga 

viral de HPVs de AR oncogênico está relacionada com maiores taxas de persistência 

viral, com o surgimento das lesões pré-neoplásicas, com o aumento das proteínas 

virais oncogênicas e com o aumento da probabilidade de integração do DNA viral. 

Portanto, todos esses fatores podem favorecer a progressão das Lesões 

Intraepiteliais Cervicais para o CCU (MÄNNIK et al., 2002; KADAJA et al., 2007; 

PARK et al., 2008; NACHAJOVA et al., 2015; WEELE, et al., 2016). 

 

1.5.1. Estadiamento do Câncer do Colo do Útero 

O sistema de estadiamento FIGO ou Federação Internacional de Ginecologia e 

Obstetrícia (sigla inglesa para International Federation of Gynecology and Obstetrics) 

é usado com mais frequência para a classificação de cânceres dos órgãos 

reprodutivos femininos, incluindo o Câncer Cervical (American Cancer Society, 

2020). A finalidade desse sistema de estadiamento é estabelecer um grande banco 

de dados para estudo, sendo baseado no uso de critérios diagnósticos universais 

(RAMIREZ et al., 2017). 

O estágio clínico é definido com base nos resultados do exame físico realizado 

pelo médico, de biópsias, de exames de imagem e alguns outros exames realizados, 

como cistoscopia e proctoscopia. O sistema de estadiamento do CCU não é baseado 

nos achados obtidos durante a realização de alguma eventual cirurgia. No entanto, 

se a cirurgia for realizada, um estágio patológico pode ser determinado a partir dos 

achados no processo cirúrgico, mas esse fato não altera seu estágio clínico 

(American Cancer Society, 2020). 

O CCU pode atingir toda a extensão direta no perimétrio, vagina, útero e órgãos 

adjacentes, como bexiga e reto. Além disso, esse tipo de tumor pode se espalhar ao 

longo dos vasos linfáticos para os linfonodos regionais. O estadiamento da FIGO era 

baseado principalmente em dados obtidos no exame clínico, podendo ser alterado 

apenas pela adição de alguns procedimentos permitidos pela FIGO. Contudo, no ano 

de 2018, o Comitê de Oncologia Ginecológica da FIGO revisou como deveriam ser 

os critérios e/ou procedimentos para o estabelecimento dos estágios do CCU, e 

passou a permitir que resultados de exames de imagem e patológicos, quando 

disponíveis, poderiam atribuir o estágio clínico do tumor (BHATLA et al., 2018). 
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Os estágios do CCU variam de I a IV, e como regra, quanto menor o número, 

menor a extensão do câncer, enquanto um número maior (estágio IV) determina a 

presença de um câncer mais avançado. Além disso, dentro de um estágio, uma letra 

anterior significa um estágio inferior (Tabela 1). Destaca-se que os cânceres que são 

classificados como apresentando estágios semelhantes geralmente são tratados 

segundo o mesmo protocolo (American Cancer Society, 2020; BHATLA et al., 2018). 

 

Tabela 1 – Estadiamento da FIGO para o Câncer do colo do útero (2018) 

 

Legenda: Estadiamento FIGO de câncer do colo do útero. Fonte: Adaptado de BHATLA, N. 

et al., 2018. 

Etapa Descrição 

I O carcinoma é estritamente confinado ao colo do útero (a extensão do corpo uterino deve ser 

desconsiderada); 

IA Carcinoma invasivo que pode ser diagnosticado apenas por microscopia, com profundidade máxima 

de invasão <5 mm; 

IA1 Invasão estromal medida <3 mm em profundidade; 

IA2 Invasão estromal medida ≥3 mm e <5 mm em profundidade; 

IB Carcinoma invasivo com invasão mais profunda medida ≥5 mm (maior que no estágio IA), lesão 

limitada ao colo uterino; 

IB1 Carcinoma invasivo ≥5 mm de profundidade de invasão estromal e <2 cm na maior dimensão; 

IB2 Carcinoma invasivo ≥2 cm e <4 cm na maior dimensão; 

IB3 Carcinoma invasivo ≥4 cm na maior dimensão; 

II O carcinoma invade além do útero, mas não se estende para o terço inferior da vagina ou para a 

parede pélvica; 

IIA Envolvimento limitado aos dois terços superiores da vagina sem envolvimento parametrial; 

IIA1 Carcinoma invasivo <4 cm na maior dimensão; 

IIA2 Carcinoma invasivo ≥4 cm na maior dimensão; 

IIB Com envolvimento parametrial, mas não até a parede pélvica; 

III O carcinoma envolve o terço inferior da vagina e/ou se estende até a parede pélvica e/ou causa 

hidronefrose ou rim não funcionante e/ou envolve linfonodos pélvicos e/ou para-aórticos. 

IIIA O carcinoma envolve o terço inferior da vagina, sem extensão da parede pélvica. 

IIIB Extensão da parede pélvica e / ou hidronefrose ou rim não funcionante (a menos que se saiba que é 

devido a outra causa); 

IIIC Envolvimento dos linfonodos pélvicos e / ou para-aórticos, independentemente do tamanho e 

extensão do tumor; 

IIIC1 Apenas metástases nos linfonodos pélvicos; 

IIIC2 Metástase de linfonodos para-aórticos; 

IV O carcinoma se estendeu além da pelve verdadeira ou envolveu (comprovada biópsia) a mucosa da 

bexiga ou do reto. (Um edema bolhoso, não permite que um caso seja alocado no estágio IV). 

IVA Espalhe para os órgãos pélvicos adjacentes 

IVB Espalhe para órgãos distantes 
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1.5.2. Classificação histopatológica do Câncer do Colo do Útero 

Existem três tipos de carcinoma que acometem o colo do útero - o carcinoma 

de células escamosas (CCE) invasor, o adenocarcinoma e o carcinoma 

neuroendócrino; o CCE é o tipo mais comum correspondendo a cerca de 90% de 

todas as neoplasias cervicais (ROSAI, 2004). Microscopicamente, grande parte dos 

carcinomas de células escamosas apresenta células neoplásicas com variação no 

padrão de crescimento, tipo de células e grau de diferenciação. As células malignas 

presentes no estroma do tecido lesionado são subdivididas em dois tipos, 

queratinizadas e não-queratinizadas. Além disso, o CCU é classificado 

histopatologicamente quanto ao seu grau de diferenciação em: (i) Carcinoma de 

células escamosas bem diferenciado (CCEB); (ii) Carcinoma de células escamosas 

moderadamente diferenciado (CCEM); (iii) Carcinoma de células escamosas pouco 

diferenciado (CCEP) (Figura 8). Aproximadamente 50% a 60% dos carcinomas são 

classificados como moderadamente diferenciados e o restante são distribuídos 

igualmente entre as categorias pouco e bem diferenciados (SELLORS et al., 2004). 

O carcinoma escamoso queratinizado bem diferenciado (grau I) tem como 

característica a formação de pérolas de queratina (Figura 8A). A formação de 

queratina é a característica predominante desses tumores, que são compostos de 

células cancerígenas escamosas típicas (KOSS, 2006). Morrison e colaboradores 

(2001) descreveram esse tipo raro de tumor, e observaram que carcinomas com 

essas características apresentavam comportamento agressivo e falta de associação 

com o HPV. Embora esse tipo de lesão possa ser profundamente invasivo, 

raramente induzem a formação de metástases, e seguem um curso relativamente 

benigno após o tratamento. As células tumorais de carcinomas de grau I mostram 

apenas pequenas anormalidades nucleares. 

O carcinoma de células escamosas invasor do colo uterino moderadamente 

diferenciado (grau II) (Figura 8B) é derivado de lesões de alto grau do tipo 

metaplásicas. Esses tumores são compostos por células cancerígenas de aparência 

relativamente semelhante, mas geralmente esse tipo de carcinoma contêm focos de 

câncer escamoso queratinizante que não eram evidentes na lesão precursora 

(KOSS, 2006). Os tumores moderadamente diferenciados apresentam um grau de 

diferenciação intermediário entre os carcinomas bem e os pouco diferenciados 

(BRAMBS et al., 2019). 

Com relação ao carcinoma de células escamosas pouco diferenciado (grau 

III), sabe-se que esse tumor é derivado de lesões precursoras compostas por células  
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pequenas (Figura 8C). As células tumorais geralmente estão dispostas em ninhos 

que podem ser separados por septos do tecido conjuntivo, ou podem estar infiltrados 

de forma difusa no estroma (KOSS, 2006). 

1.6. Desenvolvimento de Biomarcadores  

A definição de biomarcador é dada como qualquer parâmetro biológico que 

possa ser mensurado e avaliado com precisão, e que seja capaz de refletir 

processos biológicos normais ou patogênicos (STRIMBU & TAVEL, 2010). O 

desenvolvimento de biomarcadores além de ser destinado às atualizações 

terapêuticas, também é focado no aprimoramento de métodos que permitam avaliar 

o risco de um indivíduo desenvolver o câncer, e detectar ainda em estágios iniciais 

diferentes tipos de tumores, para que esses ainda possam ser tratados em tempo 

hábil e de forma mais eficaz (DASARI et al., 2015). 

Os biomarcadores são moléculas relacionadas: (i) a sinalização celular; (ii) a 

regulação da expressão gênica via modulação por miRNAs (BEN et al., 2015); (iii) a 

proliferação celular, como o antígeno de proliferação Ki-67 (AHMED et al., 2015; 

PAN et al., 2015); (iv) ao controle da duplicação do DNA, como as proteínas de 

manutenção de minicromossomos ou MCMs (Minichromosome Maintenance 

Proteins) de 2 a 7 (LOBATO et al., 2012; DAS et al., 2013; ZHANG, J. et al., 2013); e 

(v) ao controle da atividade do ciclo celular, como as proteínas regulatórias 

p16INK4a, p53, p21 e p27 (VAN DE PUTTE et al., 2003; JIN & XU, 2015; 

LONGATTO FILHO et al. 2015; TAN & ANKATHIL et al. 2015). 

Os biomarcadores de prognóstico têm como objetivo identificar a 

probabilidade de ocorrência de um evento clínico, recidiva ou progressão de alguma 

Figura 8: Imagens capturadas de Carcinomas de células escamosas do colo do útero de 

diferentes graus corados por Hematoxilina e Eosina. No corte histológico A, observa-se o 

Carcinoma de células escamosas bem diferenciado apresentando ninhos de células tumorais com 

características de queratinização facilmente visíveis (setas). No corte representado em B há o Carcinoma de 

células escamosas moderadamente diferenciado apresentando um grau de diferenciação intermediário com 

queratinização focal dentro das células tumorais (seta). Na imagem C, o Carcinoma de células escamosas 

pouco diferenciado possui ninhos de células tumorais, no estroma do tecido, com características escamosas 

sem queratinização e infiltrado inflamatório evidente. Coloração de HE. Em A: aumento de 100X, B: aumento 

de 100X, C: aumento de 40X. Fonte: Adaptado de BRAMBS, et al., 2019. 
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doença em pacientes com uma condição médica de interesse. Além disso, esses 

biomarcadores são especialmente importantes para se prever o risco de um evento, 

ou um prognóstico reservado de um dado paciente (CALIFF et al., 2018). Na 

literatura há diversos trabalhos que foram direcionados ao desenvolvimento de 

biomarcadores de prognóstico em diversos tipos de câncer como: (i) a glicoproteína 

PDL1 no adenocarcinoma de pulmão e no carcinoma espinocelular de cabeça e 

pescoço (SHINCHI et al., 2019; MULLER et al., 2017); (ii) da ciclina-D1 e do fator de 

crescimento VEGF-A no carcinoma de língua (ALMANGUSH et al., 2017); e (iii) das 

proteínas p53 e p16 no câncer de vulva (SAND et al., 2018). 

Alguns estudos têm destacado o papel das proteínas MCMs como 

biomarcadores de prognóstico do câncer. No trabalho de KWOK e colaboradores 

(2014) observou-se que o uso combinado da imunomarcação das proteínas MCM2-7 

constitui um novo potencial indicador preditivo e de prognóstico para pacientes com 

câncer de mama. Além disso, o estudo desenvolvido por QU e colaboradores (2017) 

sugere que a via MCM7 – ciclina D1 participa da progressão tumoral no carcinoma 

hepatocelular, e, portanto, tais proteínas poderiam ser utilizadas como um 

biomarcador para o prognóstico desse tipo de carcinoma. Verificou-se nesse estudo, 

que a expressão elevada de MCM7 e da ciclina D1 apresentou sensibilidade e 

especificidade relativamente altas, na predição de pior prognostico dos pacientes 

com carcinoma hepatocelular (HCC). 

A capacidade de proliferação das células tumorais é um aspecto fundamental 

de tumores em progressão e em crescimento. Dessa forma, a medida da estimativa 

da proliferação celular oferece aos patologistas e clínicos informações mais objetivas 

para o diagnóstico e o prognóstico das neoplasias (HALL & LEVISON, 1990; QUINN 

& WRIGHT, 1990; ALISON et al., 2002; BAAK et al., 2006). Existem muitas maneiras 

de se aferir os níveis de proliferação celular em tecidos processados, mas a técnica 

de escolha para esse fim consiste na análise Imuno-histoquímica (IHQ) de 

marcadores de proliferação como PCNA e Ki-67 (FREEMAN et al., 1999; KEATING 

et al., 2001; AGOFF et al., 2003; LI et al., 2005; NISHIHARA et al., 2008; PAN et al., 

2015). Dessa forma, a análise de marcadores diretamente envolvidos com a 

replicação do DNA, pode representar uma maneira mais precisa para se avaliar a 

capacidade proliferativa de células displásicas e neoplásicas.  

 

1.7. As Proteínas de Manutenção de Minicromossomo  

A manutenção da integridade genética de todos os organismos é 

profundamente dependente da duplicação do DNA de maneira completa e fiel, 

evento esse iniciado em células eucarióticas, em centenas a milhares de elementos 
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cromossomais denominados de ― Origens de Replicação (ORI). Essas sequências 

direcionam a associação de complexos de multi-proteínas que formarão duas 

forquilhas de replicação que atuarão em direções opostas em cada origem de 

replicação (BELL, 1995; MAIORANO, et al., 2000; DHAR, et al., 2001; revisão em 

BELL & DUTTA, 2002; OEHLMANN, et al., 2004; BLOW & DUTTA 2005; ALBERTS, 

2010; PARKER, 2017).  

As Proteínas de Manutenção de Minicromossomos (MCM) são um grupo de 

proteínas pertencentes à Super - Família (SF6) de helicases, que são essenciais 

para o licenciamento da replicação do DNA e para o controle do ciclo celular (LUO, 

2011; DAS et al., 2013; NEVES & KWOK, 2017; PARKER, 2017; ISHIMI, 2018). 

Atualmente são conhecidas seis proteínas MCMs (MCM 2-7) que formam em 

conjunto um anel em volta do DNA e agem como helicases do DNA, desenrolando a 

fita dupla quando a síntese de DNA começa, ao mesmo tempo em que as forquilhas 

de replicação bidirecionais se afastam da Origem de Replicação (ORI) (Figura 9). 

Assim, embora cada uma das MCMs seja altamente relacionada uma com a outra, 

elas apresentam sequência única que as diferenciam (ALBERTS, 2010; revisão em 

BELL & DUTTA, 2002; BLOW & DUTTA 2005; DAS et al., 2013; NEVES & KWOK, 

2017; PARKER, 2017; ISHIMI, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Esquema da dupla fita de DNA no qual é mostrada a forquilha de 

Replicação que surge a partir de uma ORI eucariota. Destaca-se a presença de várias 

subunidades da DNA Polimerase (α, δ, ε), de fatores de Replicação (RFC, RPA, PCNA), além de 

um complexo de proteínas MCM formando uma estrutura em forma de anel (amarelo). Fonte: 

BELL, 1995; MAIORANO, et al., 2000; DHAR et al., 2001; ALBERTS 2010; PARKER 2017; 

revisão em BELL & DUTTA, 2002; OEHLMANN, et al., 2004; BLOW & DUTTA 2005). 
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1.7.1. Licenciamento e Duplicação do DNA  

A duplicação do genoma é de extrema importância na manutenção da 

integridade genômica de cada espécie, e particularmente importante para os 

organismos multicelulares. Para que a duplicação ocorra de maneira efetiva é 

importante que o genoma inteiro seja duplicado uma única vez a cada etapa da 

divisão celular, e posteriormente segregado para as células filhas. As ORI são 

utilizadas pelas células eucarióticas para permitir que o genoma seja completamente 

replicado, e são sítios do genoma extremamente regulados para garantir que o DNA 

seja replicado apenas uma vez a cada etapa do ciclo celular (revisão em BELL & 

DUTTA, 2002; BLOW & DUTTA, 2005; NEVES & KWOK, 2017; PARKER, 2017; 

ISHIMI, 2018). Estudos baseados em experimentos in-vitro foram realizados para 

elucidar de que maneira a célula seria capaz de distinguir se segmentos do DNA já 

haviam sido replicados ou não. Essa análise foi realizada em ovócitos de Xenopus, 

nos quais se observa a utilização das ORI durante a rápida duplicação do DNA. 

Assim, foi demonstrado que ao final da fase G1, essas origens de Replicação se 

encontravam em um estado licenciado para a replicação. No entanto, após a 

finalização da fase S, esse estado era convertido para não-licenciado (GILLESPIE 

et al., 2001). Com base nesses resultados foi proposto um modelo de licenciamento 

da duplicação do DNA no qual: (i) as ORI são licenciadas por complexos de MCMs (2 

a 7) que se ligam nas origens durante a fase G1; (ii) a ligação do complexo MCM2-7 

às ORIs é fundamental para que estas se tornem aptas para formar as duas 

forquilhas de replicação, e consequentemente, se tornarem licenciadas para que 

ocorra a duplicação do DNA; (iii) tanto a ligação do complexo MCM2-7 às ORIs 

quanto o licenciamento devem acontecer no final da fase M e no início da fase G1 do 

ciclo celular; (iv) as MCMs (2 a 7) se dissociam das ORI assim que a duplicação 

começa, e isso provavelmente acontece porque as MCMs são responsáveis por 

atuar principalmente na forquilha de replicação (BLOW & HODGSON, 2002; BLOW & 

DUTTA, 2005).  

Além de terem grande importância no estabelecimento da forquilha de 

replicação, as MCMs também apresentam função na progressão dessa forquilha 

(SCHWACHA & BELL, 2001). Estudos prévios também demonstraram que a inibição 

da função do complexo MCM2-7 durante a fase S causava uma rápida interrupção 

da síntese do DNA (APARÍCIO et al., 1997). Assim, foi possível concluir que o 

complexo MCM formado pelas suas subunidades atuaria como uma DNA helicase 

responsável pelo desenrolamento da dupla hélice, sendo esse complexo removido 

do DNA pelo próprio movimento da forquilha de Replicação. O deslocamento do 
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complexo MCM2-7 do DNA recém-replicado é considerado o aspecto central do 

modelo de licenciamento da duplicação do DNA (BLOW & DUTTA, 2005).  

A análise por cristalografia de Raio-X do domínio N-terminal de MCMs da 

archaebactéria M. thermoautothrophicum, revelou a formação de uma estrutura em 

forma de noz que apresenta um canal central carregado positivamente (ADACHI et 

al., 1997; FLETCHER et al., 2003). Essa estrutura está relacionada à função de 

licenciamento do DNA das proteínas MCM, devido ao fato de que, por meio da 

estrutura em forma de noz/anel, o complexo MCM2-7 se ligaria de maneira estável e 

regulada à dupla fita de DNA (carregada negativamente) no final da fase M e durante 

a fase G1 do ciclo celular, sendo esse complexo deslocado das origens licenciadas à 

medida que a duplicação do DNA prosseguisse na fase S (BLOW & DUTTA, 2005; 

REMUS et al., 2009). Portanto, para impedir que as origens replicadas fossem 

licenciadas novamente durante a fase de duplicação do DNA, a atividade do 

complexo MCM2-7 é regulada antes da entrada na fase S do ciclo.  

 

1.7.2.  MCM7 como Marcador de Proliferação e de Prognóstico no 
Câncer do Colo do Útero  

Diversos estudos foram dedicados à avaliação de proteínas MCMs como 

marcadores de proliferação em células e tecidos humanos, com base no fato de que 

a expressão dessas proteínas é frequentemente demonstrada em células sob 

proliferação, mas não em células em estado de quiescência, senescência ou 

diferenciação (FUJITA et al., 1996), sugerindo que as MCMs poderiam ser moléculas 

úteis como marcadores de proliferação (HIRAIWA et al., 1997; WILLIAMS et al., 

1998). 

No estudo realizado por FREEMAN e colaboradores (1999) foi analisada pela 

primeira vez a imunomarcação das MCMs 2, 5 e 7 em amostras de tecido cervical 

humano (tecido normal, NICI, NIC III e câncer), sendo observada uma maior 

expressão das MCMs 2 e 5 em lesões de alto grau quando comparadas com lesões 

de baixo grau e tecido normal. No entanto, a análise da proteína MCM7 na 

progressão das lesões cervicais não foi avaliada neste trabalho (FREEMAN, et al., 

1999). 

Estudos posteriores avaliaram a expressão de MCM7 como indicador de 

proliferação em diversos tipos de neoplasias, como o câncer de cólon (NISHIHARA, 

et al., 2008), de próstata (PADMANABHAN et al., 2004; REN et al., 2006; LAITINEN 

et al., 2008) e cervical (WILLIAMS et al., 1998; BRAKE et al., 2003; ZHANG et al., 

2013). Esses trabalhos demonstraram que a utilização de MCM7 como indicador de 

proliferação oferece algumas vantagens sobre outros marcadores, como o Ki-67. 
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A especificidade da proteína Ki-67 em avaliar a proliferação celular é 

considerada baixa, uma vez que a proteína está ausente em uma proporção de 

células de cada fase do ciclo celular incluindo a fase S. Adicionalmente, Ki-67 é 

frequentemente produzida em um número menor de células malignas ou pré-

malignas do que MCM7, em uma ampla variedade de sítios anatômicos incluindo a 

cérvice uterina (WILLIAMS et al., 1998; FREEMAN et al., 1999; BRAKE et al., 2003; 

ZHANG et al., 2013), a próstata (PADMANABHAN et al., 2004), o endométrio (LI et 

al., 2005), o cólon (NISHIHARA et al., 2008), o pulmão (FUJIOKA et al., 2009), a 

cavidade oral (TAMURA et al., 2010); fígado (QU et al., 2017). Além disso, Ki-67 

possui uma baixa especificidade na detecção de progressão de lesões cervicais 

(AGOFF et al., 2003). A imunomarcação dessa proteína em amostras cervicais 

apresentou correlação com a presença de inflamação, sendo verificada elevada 

marcação de Ki-67 em células sob proliferação de lesões atípicas (como ASCUS) e 

reativas (AGOFF et al., 2003; PAN et al., 2015).  

Portanto, uma das principais vantagens de MCM7 é que essa proteína constitui 

parte essencial do complexo pré-replicativo, com importante função no processo de 

“licenciamento” da duplicação do DNA, e assim, a presença da mesma tem sido 

caracterizada através de todo o ciclo celular (BELL & DUTTA, 2002; BLOW e DUTTA 

2005). Adicionalmente, as MCMs representam o ponto de convergência de 

numerosas vias de sinalização envolvidas no crescimento celular (ROMANOWSKI et 

al. 1997; DAS et al., 2013; GOU et al., 2018), e assim, constituem melhores 

marcadores de células que estejam no ciclo celular do que outros possíveis 

candidatos, como receptores de fatores de crescimento ou moléculas envolvidas na 

transdução de sinal (ROMANOWSKI et al. 1997; DAS et al., 2103; GOU et al., 2018). 

Do ponto de vista técnico, existe uma maior disponibilidade de anticorpos no 

mercado para todos os tipos de MCMs, e estes têm sido considerados superiores 

aos anticorpos que reconhecem Ki-67, para a avaliação de compartimentos 

proliferativos em ambos tecidos, normais e anormais (WILLIAMS et al., 1998, 

FREEMAN et al., 1999; CHATRAT et al., 2004; XUE et al., 2003). Dessa forma, as 

proteínas MCM com destaque para MCM7, têm sido consideradas excelentes 

marcadores para triagem e prognóstico do câncer (PADMANABHAN et al., 2004; LI 

et al., 2005; NISHIHARA et al., 2008; FUJIOKA et al., 2009).  

Destacam-se alguns estudos que avaliaram a significância de MCM7 como 

marcador de prognóstico do câncer, como o Carcinoma endometrial (LI et al., 2005). 

Nesse trabalho, pacientes que apresentavam altos valores de marcação tecidual de 

MCM7 exibiam menor taxa de sobrevivência. Além disso, MCM7 demonstrou 

correlação inversa com o grau de diferenciação dos tumores, ou seja, observou-se 
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maior nível de proliferação em tumores de estágios mais avançados (estágios II e III). 

Entretanto não foi verificada nesse estudo, a associação da imunomarcação de 

MCM7 com outros importantes aspectos histopatológicos do carcinoma endometrial 

como o subtipo e o estágio clínico do tumor, a invasão do miométrio e a presença de 

metástases em linfonodos (LI et al., 2005). Dessa forma, a elucidação do papel que 

MCM7 desempenha na patogênese de tumores, necessitará de investigações 

adicionais com o objetivo de caracterizar as interações moleculares de MCM7 e a 

identificação de vias celulares pró - tumorigênicas que possam ser influenciadas por 

elevados níveis da proteína MCM7 (BRAKE et al., 2003; HONEYCUTT et al., 2006).  

Um estudo de meta-análise recentemente publicado foi desenvolvido com o 

objetivo de se analisar a relação existente entre a expressão das MCMs e a 

sobrevida geral de pacientes afetados por diversos tipos de câncer. O estudo 

mostrou que a expressão positiva ou elevada de MCM2, MCM5 e MCM7 pode estar 

relacionada a um pior prognóstico do Câncer, e que esses resultados podem ser 

úteis para fornecer evidências clínicas para o tratamento eficaz de pacientes nessas 

situações. Destaca-se que para MCM7 observou-se relação da mesma com 

parâmetros desfavoráveis do câncer como maior proliferação celular, pior estágio 

clínico do tumor e presença de metástase linfática, dados esses que enfatizam o 

grande potencial de MCM7 como biomarcador de prognóstico do câncer (GOU et al., 

2018). 

Entretanto, a despeito desses dados, poucos estudos investigaram a expressão 

de MCM7 em amostras de tecido da cérvice uterina obtidas de pacientes humanos 

(FREEMAN et al., 1999; BRAKE et al., 2003) ou de camundongos transgênicos 

(modelo experimental) (BRAKE et al., 2003; HONEYCUT et al., 2006). Em um estudo 

prévio desenvolvido em nosso Laboratório, foi avaliado o padrão de expressão das 

proteínas p16INK4a, Ki-67 e MCM7 em amostras de tecido cervical, com o objetivo 

de se investigar o potencial dessas moléculas como biomarcadores de progressão 

das lesões intraepiteliais cervicais, além da possível correlação entre a expressão 

dessas moléculas, com a infecção pelo HPV (LOBATO et al., 2012). Entretanto, 

nenhum dos estudos anteriores avaliou a relevância prognóstica e o potencial de 

aplicabilidade da proteína MCM7 como biomarcador de diferenciação do Câncer 

cervical. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O CCU é uma patologia responsável por numerosas mortes de mulheres em 

todo o mundo, principalmente em países em desenvolvimento como o Brasil. Dentre 

os diferentes tipos de carcinoma que podem acometer o colo uterino, o carcinoma de 

células escamosas (CCE) é o mais prevalente entre as mulheres, correspondendo a 

cerca de 90% de todas as neoplasias cervicais (ROSAI, 2004). Sabe-se ainda, que a 

elevada incidência do carcinoma cervical está relacionada `a infecção persistente por 

HPVs de AR como os tipos 16 e 18 que são os mais frequentes. 

Estudos anteriores realizados com diferentes tipos de tumores já demonstraram 

que proteínas MCMs podem ser usadas como marcadores de proliferação e de 

prognóstico, em face da sua importante função como helicases no início da 

replicação do DNA, atuando ainda no licenciamento e no controle da replicação em 

mamíferos. De fato, o potencial da proteína MCM7 de atuar como excelente 

marcador prognóstico já foi demonstrado em alguns tipos de tumores como o câncer 

de pulmão, o colorretal e o endometrial. Contudo, nenhum desses estudos avaliou 

qual a relevância prognóstica e o potencial de aplicabilidade de MCM7, como 

marcador de proliferação no carcinoma cervical em comparação com os dados 

clínico-histopatológicos das pacientes. Portanto, a realização de estudos que visem 

avaliar a expressão de moléculas como as MCMs, e em especial a MCM7, em 

tecidos cervicais são de grande relevância, uma vez que essa proteína está 

intimamente relacionada com a proliferação celular, e com um pior prognóstico dos 

pacientes em vários tipos de câncer. 

Todos esses aspectos justificam a realização desse estudo que tem como 

objetivo analisar a imunomarcação de MCM7 em amostras de tecido cervical obtidas 

de pacientes com carcinoma invasor através da técnica de IHQ, e assim, visando o 

uso futuro desse biomarcador como ferramenta diagnóstica para detecção precoce 

dessas lesões. Além disso, sabendo-se da estreita relação existente entre o câncer 

de colo e a infecção pelo HPV, essa Dissertação também se propõe investigar nas 

amostras de Câncer invasor, a presença do HPV e do HPV 16, buscando avaliar a 

correlação existente entre a expressão de MCM7 e a infecção pelo HPV. Por fim, 

pretende-se analisar a possível associação da expressão de MCM7 com 

características histopatológicas dos tumores, com o objetivo de se avaliar o potencial 

dessas moléculas como marcadores celulares de agressividade do CCU. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 Analisar o padrão de imunomarcação da proteína MCM7 em amostras de 

CCE, e sua correlação com o grau de diferenciação do tumor e a infecção pelo HPV 

e pelo HPV16 de alto-risco oncogênico. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Em amostras de câncer cervical e amostras controle temos como objetivos: 

• Investigar, por meio da reação de Nested PCR e Hemi-nested PCR, a 

presença do DNA do HPV e do HPV16 de AR, respectivamente, em amostras 

de DNA extraídas do tecido cervical; 

• Determinar, por meio da técnica de Imuno-histoquímica e de análise 

morfométrica, a área de marcação da proteína MCM7 em amostras de 

carcinoma cervical portadoras de distintos graus de diferenciação; 

• Determinar a densidade celular (celularidade) em amostras de tecido cervical 

por meio da análise morfométrica, de acordo com o número de células 

contadas e a área de tecido epitelial normal e alterado verificado nas 

amostras de Cervicite e câncer, respectivamente; 

• Avaliar, uma possível diferença de celularidade entre os grupos de amostras 

de tecido cervical, e diferenças da Imunomarcação por MCM7; 

• Avaliar uma possível correlação existente entre a marcação tecidual da 

proteína MCM7, as características histopatológicas das amostras de câncer 

analisadas e a presença da infecção pelo HPV, com o objetivo de determinar 

se a imunomarcação dessa proteína poderia ser utilizada como marcador de 

proliferação e de agressividade do CCU. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. População de Estudo 

 Para a realização desse estudo foram utilizadas 43 amostras de tecido 

cervical obtidas por biópsias de pacientes diagnosticadas com CCU, e 15 amostras 

de tecido cervical obtidas por biópsia, de mulheres que apresentavam diagnóstico de 

cervicite ou alterações benignas ao exame ginecológico por colposcopia. Todas as 

amostras de tecido analisadas no estudo correspondem a espécimes incluídas em 

parafina, que foram selecionadas de um Banco de amostras do Laboratório de 

Anatomia Patológica Tafuri, localizado à Rua São Paulo, Nº 893, Centro, Belo 

Horizonte, MG, e gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Tafuri, Coordenador do 

referido Laboratório. Tais amostras foram coletadas por médicos ginecologistas para 

realização de exame histopatológico de rotina, de pacientes em acompanhamento 

em Consultórios ginecológicos de Belo Horizonte, MG. É importante ressaltar que 

tais amostras foram emprestadas durante o período de realização da pesquisa, e que 

o Dr. Alexandre Tafuri, colaborador desse projeto, emitiu anuência para o 

empréstimo temporário das amostras cervicais parafinadas ao Laboratório de 

Patogênese Molecular do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Para tal, um 

Termo de Responsabilidade foi assinado entre as duas Instituições, para firmar o 

compromisso pela guarda temporária dos Blocos de parafina contendo as amostras 

de Câncer cervical e de tecidos sem alterações neoplásicas, no Laboratório de 

Patogênese Molecular do ICB, UFMG.  

Após a coleta, os fragmentos de tecido cervical foram processados 

rotineiramente para inclusão em parafina, sendo inicialmente realizada a fixação dos 

tecidos em formalina a 10% por 24 horas. Em seguida, os fragmentos foram 

submetidos à desidratação gradativa em álcool absoluto, posteriormente à 

diafanização em xilol e à impregnação e inclusão em parafina, sob a temperatura 

média de 75ºC. Após todo processamento histológico e coloração por Hematoxilina e 

Eosina (H&E) foi realizada a análise por Médicos Patologistas, para emissão do 

Diagnóstico Histopatológico. O diagnóstico histopatológico de cada amostra foi 

independentemente revisado e confirmado por 3 médicos patologistas com larga 

experiência profissional. 

A utilização destas amostras parafinadas para fins de pesquisa havia sido 

aprovada pelo Comitê em Ética e Pesquisa (COEP) da UFMG, em dois outros 

estudos anteriores. Para a realização do presente estudo, o projeto de pesquisa foi 
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encaminhado e submetido à aprovação do COEP – UFMG (Anexo 1, Seção de 

Anexos). 

 

4.1.1. Classificação Histopatológica das amostras de Câncer do Colo 
do Útero 

Cortes histológicos preparados a partir das biópsias cervicais foram analisados 

por Médico patologista do Laboratório de Anatomia Patológica Tafuri, sendo emitido 

o Diagnóstico histopatológico de cada amostra. Posteriormente esse resultado foi 

independentemente revisado e confirmado por dois outros Médicos patologistas de 

reconhecida competência (Tabela 2).  

Como explicado anteriormente, o grau de diferenciação dos carcinomas 

analisados nesse estudo foi definido com base nos critérios estabelecidos pela FIGO 

(International Federation of Gynecology and Obstetrics). Para realização da análise 

histopatológica subsequente e da técnica de Imuno-histoquímica os blocos de 

amostras fixadas em formalina e incluídas em parafina e (FFPE, sigla inglesa para 

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded tissues) foram submetidos à microtomia no 

micrótomo (MICROM, Modelo HM335E) pertencente ao Laboratório de 

Experimentação em Biologia Celular e do Desenvolvimento, do Departamento de 

Morfologia, ICB, UFMG. Esses cortes apresentavam uma espessura de 5 µM e 

foram, posteriormente, corados por Hematoxilina e Eosina (H&E) e/ou utilizados para 

a Imuno-histoquímica. 

 

Tabela 2 – Classificação do grau de diferenciação das amostras de CCU 

Diagnóstico Histopatológico Nº de amostras 

CCEP- Carcinoma de Células Escamosas Pouco 

diferenciado (grau III) 
19 

CCEM- Carcinoma de Células Escamosas Moderadamente 

diferenciado (grau II) 
24 

TOTAL DE AMOSTRAS 43 

 

4.2. Testes Moleculares 

 

4.2.1. Extração do DNA das amostras cervicais  

Diferentes métodos moleculares foram utilizados a partir do lisado celular 

obtido, de acordo com técnicas já padronizadas pelo nosso grupo. 
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A análise molecular das amostras de tecido foi feita após a extração do DNA 

(lisado) das células para posterior realização da técnica da PCR (Reação em Cadeia 

da Polimerase), com o objetivo de se investigar a presença do DNA/HPV. Para tal, foi 

necessária a obtenção de cortes histológicos, realizada no micrótomo (MICROM, 

Modelo HM335E) pertencente ao Laboratório de Experimentação em Biologia Celular 

e do Desenvolvimento, do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Foram obtidos 

cinco cortes com cerca de 10μm de cada amostra, que foram transferidos com o 

auxílio de um palito estéril para um microtubo de 1,5mL ou 2,0mL. Entre o manuseio 

de um bloco e outro, o micrótomo foi cuidadosamente limpo com xilol e a navalha do 

micrótomo também cuidadosamente limpa com xilol, etanol e solução de hipoclorito 

de sódio a 2,5%, nessa ordem, para que dessa maneira não ocorresse contaminação 

cruzada entre as amostras (WRIGHT & MANOS, 1990; GREER et al., 1991; 

SHIMIZU & BURNS, 1995).  

Após a obtenção dos cortes, para realizar a extração do DNA das amostras 

parafinadas utilizamos o protocolo descrito por WRIGHT & MANOS (1990) com 

algumas adaptações. A etapa inicial desse protocolo consiste na remoção da 

parafina presente em cada corte; esse processo foi realizado duas vezes, sendo para 

isso os cortes imersos em 3 banhos de 1ml de xilol aquecido a 65ºC, e lentamente 

agitados no homogeneizador de tecidos (PROENIX®, modelo AP 22), por 10 

minutos. As amostras foram centrifugadas (centrífuga B. BRAUN SIGMA®, modelo 

2K15) a 3.000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante (SND) desprezado. 

Posteriormente os cortes foram lavados com 1ml de álcool etílico a 95% e 1ml de 

álcool etílico a 70%, respectivamente, para remoção da mistura xilol e da parafina 

residual, com consecutiva centrifugação e desprezo do SND. Em seguida, foi 

realizada a secagem do tecido precipitado cobrindo-se os tubos com Parafilm 

(American N.C.) à temperatura ambiente durante 30 minutos.  

Na última etapa da obtenção do lisado foi realizada a lise do tecido a 56ºC, 

em banho maria com 500µL de solução de digestão contendo: 50mM de Tris-HCl pH 

8,5 (Promega), 1mM de EDTA (Gibco), 0,5% de Tween 20 (Invitrogen) e 1 µg/µL de 

proteinase K. Após o período necessário para a lise do tecido (1-5 dias) os tubos 

foram centrifugados, sendo o sobrenadante das células (correspondente ao lisado) 

transferido para outro tubo eppendorf, e armazenado no freezer à -20ºC para ser 

posteriormente utilizado nas reações de PCR. 

 

4.2.2. Amplificação do fragmento do gene β-globina Humana 

Para verificação da qualidade e da integridade do DNA obtido das amostras 

após o protocolo de extração, foi utilizada à amplificação direta do gene de β-globina 
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humana através dos iniciadores PC03 e PC04 (SAIKI et al., 1985), que são capazes 

de amplificar um fragmento de 110pb desse gene. As condições de preparo da 

reação e o programa de amplificação utilizados nesse procedimento estão descritos 

no Anexo 2, na Seção de Anexos. 

Devido à dificuldade de amplificação das amostras que foram fixadas com 

formalina (solução de formol a 10%) e posteriormente incluídas em parafina, algumas 

dessas amostras foram negativas para reação de PCR direta do gene de β-globina 

humana. Sendo assim, todas as amostras negativas para esse primeiro experimento 

foram submetidas ao protocolo de Hemi-Nested PCR (descrito no Anexo 2, na Seção 

de Anexos). 

Os protocolos do tipo Nested-PCR e Hemi-Nested PCR são usados com o 

objetivo de aumentar a sensibilidade e a especificidade da técnica de PCR. Em 

ambas as técnicas de PCR há amplificação inicial de um segmento genômico com 

um conjunto de primers específicos. O produto amplificado dessa primeira reação é 

utilizado como fonte de DNA para uma segunda reação de PCR. Portanto, a Nested-

PCR amplifica sequências localizadas internamente ao segmento amplificado na 

primeira reação. Ao realizar a segunda reação utilizando somente um primer 

diferente ao da primeira reação, a reação é denominada de Hemi-nested PCR 

(RAHMAN et al., 2013). As técnicas de Nested-PCR e de Hemi-nested PCR 

provaram ser mais sensíveis para a detecção do DNA humano e do HPV quando 

comparados à metodologia de PCR baseadas em apenas uma reação de 

amplificação (PELT-VERKUIL et al., 2008). 

Como controle positivo da amplificação do gene de β-globina humano tanto 

para o PCR direto (Convencional) quanto para o Hemi-Nested PCR foram usadas 

amostras de DNA sabidamente positivas e obtidas no próprio Laboratório por 

diferentes testes. Como controle negativo da reação de PCR foi utilizado o branco do 

Mix da reação, que consiste em uma mistura de todos os componentes da reação 

(dNTP’s, Tampão 4G, iniciadores e Taq DNA polimerase 4G) sem adição de amostra 

de DNA. 

 

4.2.3. Detecção do DNA do HPV 

As amostras em análise que foram positivas para a amplificação do gene β-

globina humana foram testadas para a presença do DNA do HPV. Para isso foi 

utilizado o protocolo de Nested-PCR utilizando-se os primers MY09/MY11 e 

GP5+/GP6+ (MOLIJN et al., 2005) que são capazes de amplificar fragmentos de 

DNA de 450pb e de 150pb, respectivamente, da região do gene L1 do genoma do 

HPV (protocolo descrito no Anexo 3). 
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Como controle positivo das reações de PCR para o HPV foram utilizadas 

amostras de DNA extraídas de células Siha, que possui o DNA do HPV 16 em seu 

genoma, e de células HeLa, que possuem o DNA do HPV18 integrado ao seu 

genoma. Já o controle negativo da PCR continha apenas os componentes da reação 

(dNTP’s, Tampão 4G, iniciadores e Taq DNA polimerase 4G), sem adicionar de 

qualquer amostra de DNA. 

 

4.2.4. Tipagem do HPV 16 

Após os experimentos que verificaram a presença do DNA do HPV nas 

amostras de tecido cervical foi realizada nas amostras positivas para o HPV, a 

tipagem do HPV16 de alto risco. 

A pesquisa do DNA do HPV 16 foi realizada por meio de um protocolo Hemi-

nested PCR, utilizando-se os primers E6CF4 e E7CR3 que são complementares aos 

genes E6 e E7 de todos os HPVs, para a amplificação de um primeiro fragmento de 

tamanho variável (350 a 390pb) (YAMAGUCHI et al., 2002). Em seguida foi realizada 

uma segunda reação de amplificação, em que se usou como DNA molde o produto 

obtido na primeira reação, o iniciador reverso E7CR3 e o iniciador direto específico 

para o HPV16, HPV16SF (YAMAGUCHI et al., 2002). Os protocolos de amplificação 

empregados (condições de preparo da reação e programa de amplificação) estão 

descritos no Anexo 4, Seção de Anexos. 

Utilizamos como controles positivos das reações de PCR para tipagem do 

HPV16: (i) amostras de DNA do Laboratório de Patogênese Molecular, do 

Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, que já são sabidamente classificadas 

quanto ao tipo específico do HPV; (ii) amostras de DNA extraídas de células Siha 

que possuem o DNA do HPV16, integrado ao seu genoma. Como controle negativo 

da reação de PCR foi utilizado o branco do Mix da reação. 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

Poliacrilamida 6% por duas horas em tampão 1X TBE (Tris-Borato-EDTA), a uma 

voltagem constante de 100 Volts por 20 minutos. Cinco microlitros de cada produto 

da PCR foram homogeneizados com 5μl de tampão de amostra 2X (5X TBE/ azul de 

bromofenol a 0,25%/ Ficoll 400 a 15%) e aplicados por canaleta do gel. Após o 

término da eletroforese, os produtos de interesse foram visualizados nos géis de 

policrilamida após coloração pela solução de Nitrato de Prata (Anexo 6, Seção de 

Anexos). 
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4.3. Imuno-histoquímica 

A imunomarcação da proteína MCM7 foi analisada por meio da técnica de 

Imuno-histoquímica, utilizando-se o anticorpo primário anti-MCM7 (monoclonal de 

coelho, ABCAM – ab 52489) na concentração de 1:400, e o anticorpo secundário 

anti-Rabbit na concentração de 1:500. Para a marcação dos núcleos realizou-se a 

contra-coloração com Hematoxilina de Harris (RenyLab ®). Os cortes de tecido de 

5µm foram desparafinizados em quatro banhos de xilol por 5 minutos e reidratados 

em uma série decrescente de solução de etanol (100 a 25%). Para aumentar a 

detecção da proteína, a recuperação antigênica foi realizada, onde todos os cortes 

foram imersos em solução de Tris/EDTA pH 9,0 por 30 minutos a 100ºC em banho-

maria. Após o resfriamento de 20 minutos, os cortes passaram por uma etapa de 

bloqueio em solução a 2% de BSA em PBS 1X, durante 60 minutos à temperatura 

ambiente. Os cortes foram então incubados com o anticorpo primário anti-MCM7 (à 

diluição de 1:400) overnight à 4ºC. No dia seguinte, após cinco lavagens com PBS 

1X, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 3% durante 30 minutos à temperatura ambiente. Após lavagem, 

os tecidos foram incubados com anticorpo secundário biotinilado (VEC-STAIN. Elite 

ABC Kit, Vector Laboratories, CA, USA- Rabbit), diluído a 1:500 em solução 0.3% 

BSA em PBS 1X, por 60 minutos à temperatura ambiente. Foi realizada novamente a 

lavagem das lâminas em PBS 1X e, posteriormente a incubação dos cortes, na 

solução ABC Vector (Vectastain ABC KIT- PK 6101 ou -PK 6102; Vector 

Laboratories, USA) por 30 minutos à temperatura ambiente. Depois do bloqueio com 

a solução ABC, foi realizada a lavagem das lâminas, e em seguida a revelação da 

marcação nos cortes utilizando como cromógeno Diaminobenzidina (DAB) (Spring 

Bioscience). Após o desenvolvimento de cor marrom (etapa de “viragem”), os cortes 

foram lavados em água destilada por 10 minutos, contra-corados com Hematoxilina 

de Harris por 20 segundos, lavados em água corrente por 10 minutos, desidratados 

através de uma série crescente de solução de etanol (70 a 100%), diafanizados em 3 

banhos de xilol e as lâminas foram montadas em Entellan (Merck Millipore, Código 

3208 20 10, USA). Em cada experimento foi utilizado como controle positivo uma 

amostra de câncer sabidamente com uma grande área de lesão. Para controle 

negativo de cada reação foi realizada a substituição do anticorpo primário pela 

solução de bloqueio (2% BSA em PBS 1X), utilizando-se uma amostra de câncer 

cervical, com representativa área de lesão. 
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4.4.  Avaliação da marcação de MCM7 em amostras de Câncer de 
Colo do Útero  

A Imunorreatividade para MCM7 foi avaliada pela distribuição de núcleos 

positivos para o marcador em todas as áreas lesionadas no estroma do tecido, e 

sendo consideradas células positivas, apenas aquelas que apresentavam forte 

marcação nuclear da proteína. Além do número de células marcadas com MCM7 foi 

avaliado o tamanho da área de câncer de cada amostra de tecido da paciente.  

Para realização da análise quantitativa (morfométrica) nas amostras, as imagens 

das lâminas histológicas foram capturadas das seguintes maneiras: (i) as imagens de 

19 amostras foram capturadas com o auxílio de um fotomicroscópio Zeiss Axiolab 1 

equipado com uma Câmera digital Zeiss Axiovision (Carl Zeiss, NY, EUA), utilizando-

se o Software Zen. Essa etapa do trabalho foi realizada no Laboratório Biologia da 

Neurotransmissão do Departamento de Morfologia, ICB-UFMG, coordenado pela 

Profa. Cristina Guatimosim Fonseca; (ii) as imagens de 25 amostras foram 

capturadas com microscópio digital – scanner de lâminas 3D HISTECH, localizado no 

Laboratório de Patologia Mamária na Faculdade de Medicina da UFMG, coordenado 

pela Profa. Cristiana Buzelin Nunes. 

Como assinalado acima, durante a realização desse estudo foi necessária a 

mudança da forma de obtenção das imagens dos cortes histológicos, devido à 

constatação da grande extensão das áreas de lesão, e para que conseguíssemos 

capturar em tempo hábil, todas as áreas de câncer de cada amostra. Além disso, 

esse equipamento permite a obtenção da imagem de toda a Lâmina Histológica em 

diferentes aumentos, além de promover a aquisição de imagens com qualidade 

superior àquelas obtidas ao microscópio de luz. Por meio de ambos os equipamentos 

foi realizada a captura de imagens digitais de toda a extensão da lesão, 

correspondentes às áreas de câncer presentes nas amostras de tecido que 

apresentaram marcação positiva e/ou negativa da proteína MCM7. Nas amostras de 

Cervicite foram capturadas imagens de todo o epitélio cervical sem alterações 

morfológicas, com ênfase nas áreas de marcação da proteína MCM7 nas camadas 

proliferativas do epitélio. 

Para a seleção das áreas de lesão e de epitélio normal, as imagens foram 

capturadas nas objetivas de 5X e 10X (aumento de 50X e 100X, respectivamente). 

Para a contagem das células positivas as imagens foram obtidas com a objetiva de 

20X (aumento de 200X). Após a captura das imagens, a seleção de toda a área de 

lesão e do epitélio normal, e a quantificação de células marcadas e não marcadas 

pelo anticorpo de interesse (MCM7) foi realizada com o auxílio do programa Image J 

Fiji (Figura 1) que pode ser obtido no seguinte link: https://imagej.net/Welcome. O 
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programa Image J Fiji apresenta como ferramenta um contador de células que 

permite ao usuário selecionar as células marcadas e não marcadas pelo anticorpo de 

interesse, e assim, torna-se possível obter o número exato de células de uma dada 

área.  

 

 

 

 

4.5. Análise Estatística  

Os dados morfométricos e numéricos obtidos pela análise do epitélio cervical 

normal, e do tecido tumoral localizado no estroma da cérvix foram submetidos ao 

Teste de normalidade, e posteriormente, analisados com o Teste de Comparação 

não-paramétrico de Mann-Whitney para avaliação de significância estatística dos 

seguintes parâmetros: número de células epiteliais normais nas amostras controle; 

número total de células epiteliais alteradas nas amostras de câncer; número de 

células marcadas para MCM7 no epitélio normal e na área total da lesão; número de 

células positivas para MCM7 por mm² e em reação ao número de células totais 

contadas. Esses parâmetros também foram comparados entre dois tipos diferentes 

de câncer, pouco e moderadamente diferenciados. Utilizou-se o Coeficiente de 

Correlação de Spearman para análise da associação existente entre a marcação de 

MCM7, o grau de diferenciação do câncer do colo do útero e a presença de infecção 

pelo HPV. Para ambos os testes estatísticos, amostras consideradas como Outlier 

foram retiradas de todas as análises. A análise estatística foi realizada no software 

GraphPad Prism 8. O nível de significância considerado foi de P<0,05. 

Figura 10: Imagem de câncer cervical capturada no programa Image J Fiji. Observa-se a 

imagem capturada pelo Microscópio de Luz de uma amostra de CCU, em que as células marcadas com 

o número 1 (azul escuro) são as células positivas para MCM7, enquanto as células marcadas com o 

número 2 (azul claro) são as células negativas para MCM7. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Análise Histopatológica 

Para este estudo 58 amostras de tecido cervical (43 amostras de CCU e 15 

amostras controle) obtidas por biópsia e incluídas em parafina foram diagnosticadas 

e selecionadas do Banco de amostras do Laboratório de Anatomia Patológica Tafuri. 

O diagnóstico histopatológico de cada amostra foi revisado e confirmado de maneira 

independente por três experientes médicos patologistas. 

Como descrito anteriormente na seção de Metodologia (Tabela 2), as 

amostras de Câncer Cervical foram classificadas histopatologicamente como: (i) 

Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado (CCEP) apresentando células 

epiteliais de câncer pequenas, com formatos regulares e com menor grau de atipia, 

formando as massas de câncer infiltradas no estroma do tecido cervical e, (ii) 

Carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado (CCEM) que possui 

células epiteliais de câncer de formatos irregulares, tamanhos diferentes e maior 

grau de atipia. 

Imagens representativas de cortes de tecido cervical normal e apresentando 

os diferentes diagnósticos histopatológicos estão ilustradas na Figura 11.  
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Figura 11: Imagens dos cortes histológicos das amostras de Cervicite, Carcinoma de células 

escamosas pouco (CCEP) e moderadamente diferenciados (CCEM) corados com 

Hematoxilina e Eosina. Na fileira A, observa-se os cortes histológicos de Cervicite nos aumentos de 10X, 

200X e 400X, respectivamente. Esse grupo apresenta epitélio estratificado cervical composto por células 

escamosas, sem atipias (setas) e presença de infiltrado inflamatório no estroma do tecido (*). Verifica-se na 

fileira B, os cortes histológicos representativos de CCEP, nos aumentos de 10X, 200X e 400X, 

respectivamente, com as massas tumorais presentes no estroma do tecido cervical e presença de Infiltrado 

inflamatório (*). Essas massas são formadas de células com características morfológicas primitivas 

relacionadas a imaturidade: pequenas, com citoplasma escasso e conteúdo nuclear hipercromático (setas). Já 

na fileira C, há os cortes de CCEM (aumentos de 10X, 200X e 400X). Observa-se presença de massas 

tumorais infiltrando o estroma do tecido apresentando células epiteliais alteradas, atípicas, de diferentes 

formatos e tamanhos, além de conteúdo nuclear hipercromático (setas). Verifica-se presença de Infiltrado 

inflamatório permeando as massas infiltrantes (*). 
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5.2. Verificação da integridade do DNA extraído das amostras 
cervicais 

 Com o objetivo de avaliar a integridade do DNA extraído das amostras 

cervicais, realizou-se à amplificação do fragmento de 110pb do gene da β-globina 

humana por PCR convencional e Hemi-Nested PCR (descrito no item 4.2.2 da seção 

de Metodologia). A Figura 12 apresenta resultados obtidos pela utilização do DNA 

extraído de amostras cervicais, que apresentou em sua maioria amplificação positiva 

do gene de β-globina humana.  

Neste estudo, foram analisadas 15 amostras de Cervicite e 43 amostras de 

CCE utilizando o protocolo de PCR convencional. As amostras que apresentaram 

resultado negativo para o PCR direto foram reavaliadas utilizando-se o protocolo 

Hemi-Nested PCR. Portanto, todas as 58 amostras de tecido cervical (58/58) 

apresentaram resultado positivo para a análise da integridade do DNA extraído.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3. Detecção do DNA do HPV nas amostras cervicais  

Após a análise da integridade do DNA obtido das amostras cervicais, foram 

realizadas as reações de Nested-PCR para detecção da infecção por HPV. A Figura 

13 mostra resultados representativos obtidos pela amplificação nas amostras 

cervicais, do fragmento de 150pb da região do gene L1, conservado entre os tipos de 

HPVs.  

Figura 12: Imagem do gel de poliacrilamida a 6% corado pelo nitrato de prata, e 

apresentando o amplicon de 110 pb do gene de β-globina obtido pela utilização de 

amostras cervicais. As canaletas 3 a 13 correspondem ao produto de PCR obtido pela análise 

dessas amostras. Como controle positivo, nas canaletas 2 e 3, foi utilizado DNA extraído de cultura de 

células SiHa. Como padrão de tamanho molecular (canaleta 1) foi utilizado o 1kb Ladder (Ludwig 

Biotec®), e como controle negativo da reação foi utilizada água destilada estéril (canaleta 15). 
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Na Tabela 3, observa-se que o DNA-HPV está presente em aproximadamente 

71% (41/58) das amostras de tecido cervical de Cervicite e de CCU. Nas amostras 

do grupo de Cervicite foi detectada a presença do DNA do HPV em 46,66% das 

amostras (7/15). Nas amostras classificadas como CCEP, 73,68% (14/19) dessas 

amostras foram positivas para a detecção do HPV, e em relação às amostras de 

CCEM a taxa de positividade foi de 83,33% (20/24).  

 

Tabela 3 – Resultado da detecção da presença do DNA do HPV (150 pb) nas 
amostras de CCU e Cervicite por PCR 

 

Legenda: CCEP – Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado; CCEM – Carcinoma 

de células escamosas moderadamente diferenciado. 

RESULTADOS 

GRUPOS ANALISADOS 

CERVICITE CCEP CCEM TOTAL 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

HPV Positivo 
7 

(46,66%) 

14 

(73,68%) 

20 

(83,33%) 

41 

(70,68%) 

HPV Negativo 
8 

(53,34%) 

5 

(26,32%) 

4 

(16,67%) 

17 

(29,32%) 

TOTAL 
15 

(25,88%) 

19 

(32,75%) 

24 

(41,37%) 

58 

(100%) 

Figura 13: Imagem do gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata, 

apresentando o amplicon de 150 pb do gene L1 a partir de amostras cervicais. As 

canaletas 4 a 10 correspondem ao produto de PCR obtido pela análise de amostras de câncer. Como 

controle positivo, nas canaletas 2 e 3 foi utilizado DNA extraído de cultura de células SiHa (puro e na 

diluição de 1:10). Como padrão de tamanho molecular (canaleta 1) foi utilizado o 1kb Ladder (Ludwig 

Biotec®), e como controle negativo da reação foi utilizada água destilada estéril (canaleta 11). 
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5.4. Detecção do DNA do HPV16 nas amostras cervicais 

 

 A análise da presença do DNA do HPV16 nas amostras de Cervicite e em 

CCU foi realizada pelo protocolo Hemi-Nested PCR utilizando-se primers específicos 

na primeira e na segunda reação, responsáveis por amplificar um fragmento de 149 

pb na segunda reação da PCR. A taxa de positividade das amostras de câncer para 

esse tipo de HPV foi de 56% (24/43). No entanto, para o grupo de Cervicite não foi 

detectado a presença do DNA do HPV16 em nenhuma amostra (0/15). A Figura 14 

mostra o gel de Poliacrilamida com alguns dos resultados da amplificação desse 

fragmento.  

 

Na Tabela 4, verifica-se que o DNA do HPV 16 está presente nas amostras 

de CCU com uma positividade de aproximadamente 56% (24/43). Nas amostras 

classificadas como CCEP foram encontradas 52,63% (10/19) de amostras positivas 

para o DNA do HPV16, e enquanto nas amostras de CCEM a taxa de positividade foi 

de 58,33% (14/24).  

 

 

Figura 14: Imagem do gel de poliacrilamida a 6%, corado com nitrato de prata, 

apresentando o amplicon de 149 pb do HPV16 em amostras cervicais. As canaletas 2 a 12 

correspondem ao produto de PCR obtido pela análise das amostras cervicais. Como controle positivo, 

na canaleta 13 e 14, foi utilizado DNA extraído de cultura de células SiHa. Como padrão de tamanho 

molecular (canaleta 1) foi utilizado o 1kb Ladder (Ludwig Biotec®), e como controle negativo da reação 

foi utilizada água destilada estéril (canaleta 15). 

 

 1       2      3      4      5       6       7      8      9     10     11   12    13    14   15 
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Tabela 4 – Resultado da detecção da presença do DNA do HPV16 (149 pb) nas 
amostras de CCU e Cervicite por Hemi-Nested PCR 

 

Legenda: CCEP – Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado; CCEM – Carcinoma 

de células escamosas moderadamente diferenciado 

 

5.5. Análise da Imunomarcação por MCM7 nas amostras cervicais  

 Nesse estudo, Imuno-histoquímica para MCM7 foi realizada nas 15 amostras 

de Cervicite (consideradas como controle negativo) e 43 amostras de CCU. Nas 

Figuras 15, 16 e 17 observam-se imagens representativas da Imunomarcação para 

MCM7 em amostras de tecido cervical, onde evidencia-se a localização nuclear 

desse marcador tanto no grupo controle sem lesão cervical, quanto nos grupos de 

carcinoma uterino. 

Em amostras de tecido cervical diagnosticadas como Cervicite (representadas 

nas Figuras 15A, 15B e 15C), observa-se marcação nuclear da proteína MCM7 na 

camada basal e parabasal do epitélio cervical normal, composto por células sem 

alterações não diferenciadas e diferenciadas, respectivamente.  

Nas micrografias 16A, 16B e 16C estão representadas as amostras 

diagnosticadas como CCEP, onde é possível observar que no tecido tumoral não há 

presença de focos de queratinização, que as células de câncer de origem epitelial 

são pequenas, arredondadas, de formato regular, e com nenhuma ou quase 

nenhuma atipia, além de apresentar grande quantidade de núcleos marcados de 

marrom pelo cromógeno Diaminobenzidina (DAB), evidenciando a imunorreação 

positiva para MCM7 nas massas de câncer presentes no tecido.  

As figuras 17A, 17B e 17C exibem cortes histológicos das amostras 

classificadas como CCEM, em cujas áreas de tecido se evidenciam focos de 

queratinização, e presença de células epiteliais anormais com maior grau de atipia. 

Nesse tipo de carcinoma, verifica-se também a presença de vários núcleos de 

células tumorais marcadas de marrom, caracterizando a positividade para MCM7. 

RESULTADOS 

GRUPOS ANALISADOS 

CERVICITE CCEP CCEM TOTAL 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

N 

(% resultado) 

HPV16 Positivo 
0 

(0,00%) 

10 

(52,63%) 

14 

(58,33%) 

24 

(55,81%) 

HPV16 Negativo 
0 

(0,00) 

9 

(47,37%) 

10 

(41,67%) 

19 

(44,19%) 

TOTAL 
15 

(0,00%) 

19 

(44,19%) 

24 

(55,81%) 

58 

(100%) 
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Figura 16: Imunomarcação da proteína MCM7 em amostra de Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado 

utilizando-se a técnica de Imuno-histoquímica. As imagens obtidas pelo scanner de lâminas 3D HISTECH, nos aumentos de 

10X, 200X e 400X são representadas pelas figuras A, B e C, respectivamente. Nas figuras 17A, B e C do grupo Carcinoma de células 

escamosas pouco diferenciado há presença de massas tumorais que invadiram o estroma do tecido cervical formadas por células 

epiteliais alteradas, com atipias celulares, de formato e tamanho regular (setas). Observa-se nas imagens que há presença de Infiltrado 

inflamatório no estroma circundante (*). A Imunomarcação para MCM7 é verificada nos núcleos das células localizadas dentro das 

massas de câncer, núcleos esses marcados em marrom pelo cromógeno Diaminobenzidina (DAB). 

 

Figura 15: Imunomarcação da proteína MCM7 em amostra de Cervicite utilizando-se a técnica de Imuno-

histoquímica. As imagens obtidas pelo scanner de lâminas 3D HISTECH, nos aumentos de 10X, 200X e 400X, são representadas 

pelas figuras A, B e C, respectivamente. Nas figuras 16A, B e C do grupo Cervicite, encontra-se o Epitélio estratificado cervical composto 

por células diferenciadas sem alterações. Observa-se a presença de células ricas em vacúolos de glicogênio citoplasmáticos (setas) na 

parte superficial do epitélio. Há presença de Infiltrado inflamatório no estroma adjacente (*). A Imunomarcação para MCM7 é verificada 

nos núcleos das células da camada basal e parabasal do epitélio marcados em marrom pelo cromógeno Diaminobenzidina (DAB). 
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5.6. Avaliação morfométrica de células marcadas e não-marcadas 
por MCM7  

 Após a Imuno-histoquímica para MCM7 em todas as amostras de tecido 

cervical com Cervicite e com CCU foi realizada a contagem de células do epitélio 

marcadas e não marcadas para essa proteína em toda a extensão do epitélio normal 

das amostras controles, e a contagem de células MCM7 positivas e negativas em 

todas as áreas de lesão invasora das amostras de carcinoma.  

 Nas tabelas 5, 6 e 7 estão representados os resultados da contagem de 

células positivas para a proteína MCM7, além do número de células totais contadas 

no epitélio do grupo de Cervicite, e na área de lesão (mm²) dos grupos CCEP e 

CCEM, respectivamente. É importante ressaltar que neste trabalho foram 

consideradas células positivas para MCM7, todas as células epiteliais com forte 

marcação nuclear para a proteína. Nas amostras de câncer, além da forte marcação 

nuclear, as células positivas deveriam apresentar alterações morfológicas. 

 

Figura 17: Imunomarcação da proteína MCM7 em amostra de Carcinoma de células escamosas 

moderadamente diferenciado utilizando-se a técnica de Imuno-histoquímica. As imagens obtidas pelo scanner 

de lâminas 3D HISTECH, nos aumentos de 10X, 200X e 400X são representadas pelas figuras A, B e C, respectivamente. 

Nas figuras 18A, B e C do grupo Carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado, há presença de células 

tumorais com diferentes graus de atipia, com formato e tamanho irregulares (setas). Observa-se presença de intenso Infiltrado 

inflamatório (*) circundando as massas tumorais que invadiram o estroma do tecido cervical. A Imunomarcação para MCM7 é 

verificada nos núcleos das células localizadas dentro das massas de câncer, núcleos esses marcados em marrom pelo 

cromógeno Diaminobenzidina (DAB). 
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Tabela 5 – Contagem de células positivas para MCM7 e presença do DNA-HPV e 
do HPV16 no grupo de Cervicite. 

 

Tabela 6 – Contagem de células positivas para MCM7 e presença do DNA-HPV e 
do HPV16 no grupo do Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado 
(CCEP). 

Nº da Amostra 
Área 

total da 
lesão 

Nº total de 
células 

contadas 
marcadas e 

não marcadas 
para MCM7 em 
todas as áreas 

lesionadas 

Nº de células 
marcadas 

para MCM7 

Porcentagem de 
células marcadas 

para MCM7 

Presença do 
DNA-HPV 

Presença do 
HPV16 

15 2,2 mm² 24203 10489 43,33% - - 

17 
29,3 
mm² 

104056 53617 51,52% + + 

18 7,2 mm² 51372 17966 34,97% + - 

21 
21,1 
mm² 

127188 17503 13,76% - - 

38 4,5 mm² 25661 23642 92,13% + - 

39 
23,6 
mm² 

174130 113195 65% - - 

40 
30,6 
mm² 

115009 29053 25,26% + + 

41 
21,6 
mm² 

106409 58912 55,36% - - 

44 7 mm² 72574 48273 66,51% + + 

47 8,7 mm² 93671 41694 44,51% + + 

50 1,6 mm² 20695 19305 93,28% + + 

52 
11,8 
mm² 

48137 16792 34,88% + + 

54 
45,2 
mm² 

464328 282024 60,73% + + 

58 
12,9 
mm² 

104342 90437 86,67% + + 

62 
47,1 
mm² 

208925 186030 89,04% + + 

72 
19,6 
mm² 

53499 18008 33,66% 
+ - 

73 24 mm² 173027 88945 51,35% + - 

74 39 mm² 105774 66489 58,20% - - 

75 
106,7 
mm² 

287769 227940 79,20% 
+ + 

Nº da 
Amostra 

Área total do 
epitélio 

Nº total de células 
contadas marcadas e não 
marcadas para MCM7 em 

todo o epitélio normal 

Nº de células 
marcadas 

para MCM7 

Porcentagem de 
células 

marcadas para 
MCM7 

Presença do 
DNA-HPV 

Presença 
do HPV16 

1 1,2 mm² 4865 1433 28,37% - - 

3 1,1 mm² 2276 986 43,32% + - 

4 4,4 mm² 15032 4612 30,68% + - 

5 0,9 mm² 3204 1716 53,55% + - 

7 1,3 mm² 4622 308 6,66% + - 

8 3,7 mm² 9543 4370 45,79% + - 

9 1,4 mm² 3940 2245 56,97% + - 

11 0,7mm² 2310 1434 62,07% - - 

12 0,2 mm² 732 88 12,02% - - 

13 0,9 mm² 4062 1801 44,33% - - 

14 1,1 mm² 3203 2285 71,33% - - 

17 1,1 mm² 3846 920 23,92% - - 

18 1,7 mm² 3672 983 26,77% - - 

19 1,2 mm² 1246 609 48,87% - - 

20 0,1 mm² 458 240 52,40% + - 
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Tabela 7 – Contagem de células positivas para MCM7 e presença do DNA-HPV e 
do HPV16 no grupo do Carcinoma de células escamosas moderadamente 
diferenciado (CCEM). 

Nº da 
Amostra 

Área total 
da lesão 

Nº total de células 
contadas 

marcadas e não 
marcadas para 

MCM7 em todas as 
áreas lesionadas 

Nº de células 
marcadas 

para MCM7 

Porcentagem 
de células 
marcadas 

para MCM7 

Presença do 
DNA-HPV 

Presença 
do 

HPV16 

1 11,9 mm² 156664 38836 24,70% + + 

2 1,6 mm² 20855 5186 24,86% + + 

3 18,1 mm² 158991 47954 30,16% + + 

4 5,8 mm² 49545 15703 31,69% + + 

5 4,5 mm² 47158 30211 64,06% + + 

6 1,7 mm² 17077 8265 48,39% + + 

9 12,9 mm² 49829 12120 24,32% + + 

12 11 mm² 74652 36731 49,20% + + 

13 2,5 mm² 20316 12122 59,70% + + 

16 2,5 mm² 15250 14777 96,89% - - 

19 4,3 mm² 45612 37774 82,81% - - 

22 4,6 mm² 32213 13710 42,56% + - 

23 2 mm² 19379 12193 62,91% + - 

24 7 mm² 40419 38007 94,03% + - 

27 26,9 mm² 127306 39566 31,07% + - 

28 13,1 mm² 113466 103108 90,87% + - 

34 9,8 mm² 85183 73670 86,48% + + 

35 13 mm² 84679 65542 77,40% + + 

46 21 mm² 195888 173729 88,68% - - 

49 11,6 mm² 94116 58323 61,96% + + 

61 20,4 mm² 118549 114900 96,90% + + 

64 21 mm² 155694 140092 89,97% + - 

68 13,7 mm² 46688 31051 66,50% - - 

71 5,6 mm² 18170 9163 50,42% + + 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho relativos à determinação do número de 

células epiteliais normais (amostras controle) e alteradas (amostras de câncer), 

marcadas e não-marcadas para MCM7, e à determinação da presença da infecção 

pelo HPV foram submetidos à análise estatística segundo os parâmetros: (i) 

diferenças da Celularidade entre os grupos de amostras; (ii) diferenças da 

Imunomarcação por MCM7; e (iii) possível associação da presença do HPV e do 

HPV 16 nas amostras de tecido cervical e a marcação para MCM7.  
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5.6.1. Análise da celularidade nas amostras de tecido cervical normal 
e alterado  

A celularidade de um tecido está relacionada com o número de células que o 

constitui, podendo indicar o nível de proliferação do tecido em questão. Portanto, 

com o objetivo de investigar a existência de possível diferença de proliferação celular 

nas amostras cervicais normais (controle) e nos carcinomas, dados relativos ao 

Parâmetro Celularidade foram analisados pelos testes estatísticos de Mann- Whitney 

(Teste t) e de Correlação de Spearman. 

A diferença de celularidade observada entre o grupo controle (n=15) e o 

grupo de CCU (n=43) foi estimada: (i) da área total do epitélio normal e das células 

epiteliais alteradas dos tumores invasivos (Figura 18); (ii) do número de células totais 

contadas entre controle e câncer (Figura 19); e (iii) do número de células epiteliais 

por mm² entre as amostras de cervicite e câncer (Figura 20). Pode-se observar que 

houve diferença estatística (p<0,0001) entre os grupos controle e CCU em relação à 

área de células contadas (Figura 18), ao número total de células contadas no epitélio 

normal e nas massas de câncer (Figura 19), e ao número de células contadas por 

mm² (Figura 20). Portanto, verifica-se que amostras de CCU apresentam maior 

celularidade quando comparadas às amostras do grupo Cervicite utilizadas como 

controle. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Comparação da área total do epitélio normal em Cervicite e da lesão 

invasora em amostras de câncer. Observa-se diferença da área de células epiteliais contadas 

(mm²) entre o grupo de amostras de Cervicite (controle) e o grupo de amostras de Câncer do colo 

uterino (CCU); teste de Mann- Whitney, p<0,0001. 
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Figura 19: Comparação do número total de células epiteliais contadas no epitélio 

normal e na lesão invasora. Pode-se observar a diferença da quantidade total de células epiteliais, 

marcadas e não marcadas por MCM7. Nas amostras de Cervicite foram contadas células epiteliais 

normais em toda a extensão do epitélio, e nas amostras de CCU presentes nas massas de câncer 

foram contadas células epiteliais alteradas; teste de Mann- Whitney, p<0,0001. 

 

Figura 20: Comparação da relação de células epiteliais por mm² em amostras de Cervicite 

e do Câncer do Colo do Útero. Verifica-se possível diferença da quantidade de células totais por mm² 

em amostras controle (Cervicite) e em amostras de Câncer do Útero; teste de Mann- Whitney, p<0,0001. 
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Analisamos também a possível diferença de Celularidade existente entre os 

dois grupos de Carcinomas de Células Escamosas, pouco (CCEP) (n =19) e 

moderadamente (CCEM) (n= 24) diferenciados pelos parâmetros: (i) área total de 

células epiteliais alteradas (Figura 21), e (ii) correlação do número total de células 

nos dois grupos de Carcinoma (Figura 22).  

Observa-se diferença significativa com relação à área total lesionada entre os 

grupos CCEP e CCEM (p = 0,0069) (Figura 21). A análise de possível correlação 

entre o número total de células de câncer contadas nas áreas lesionas e o grau de 

diferenciação dos tumores (1= Pouco diferenciado e 2= Moderadamente 

diferenciado) não mostrou significância estatística (Figura 22). No entanto, é possível 

observar uma tendência maior em relação ao número total de células epiteliais 

alteradas no grupo CCEP quando comparado ao grupo CCEM; Correlação de 

Spearman r (r = -0,2943 e p=0,0554).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Comparação da área total de lesão entre os Carcinomas de Células Escamosas 

pouco (CCEP) e moderadamente (CCEM) diferenciados. Verifica-se a diferença estatística entre a 

área total da lesão tumoral entre as amostras de carcinomas classificadas histopatologicamente como pouco e 

moderadamente diferenciados (Teste de Mann- Whitney, p=0,0069). 
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5.6.2. Análise da Imunomarcação por MCM7 entre Cervicite, 
Carcinoma de células escamosas pouco e moderadamente 
diferenciados. 

Com o objetivo de verificar a possível diferença da Imunomarcação da 

proteína MCM7 nos grupos de tecido cervical foi realizado o tratamento estatístico 

dos valores de marcação por MCM7 entre o grupo de Cervicite e CCU, e entre o 

grupo de Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado (CCEP) e 

moderadamente diferenciado (CCEM).  

A análise realizada através do teste de Mann- Whitney (Teste t) para verificar 

a diferença entre as amostras de Cervicite (n=15) e CCU (n=43) foi baseada nos 

seguintes parâmetros: (i) número total de células marcadas para MCM7 (Figura 23), 

e (ii) porcentagem de células marcadas para MCM7 (Figura 24). Ao analisar os 

resultados obtidos, observa-se diferença estatística em relação ao número de células 

marcadas para MCM7 entre os grupos Cervicite (controle) e CCU (p<0,0001) (Figura 

23). Além disso, verificou-se diferença estatística entre os grupos controle e CCU 

quanto à porcentagem de células marcadas para MCM7 (p=0,0118) (Figura 24). 

Portanto, amostras de CCU apresentam maior imunomarcação para MCM7 quando 

comparadas às amostras de Cervicite (controle). 

 

Figura 22: Correlação do número total de células epiteliais alteradas nas áreas de lesão 

e o grau de diferenciação dos tumores.  Não foi verificada diferença significativa entre os grupos. 

Porém, é possível observar uma tendência maior quanto ao número total de células contadas nas áreas 

de lesão no grupo de Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado em comparação com o 

grupo moderadamente diferenciado (teste de Spearman r = -0,2943 e de p=0,0554). 
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Figura 24: Comparação da porcentagem de células marcadas para MCM7 entre o grupo 

de Cervicite e o grupo de Câncer do Colo do Útero (CCU). A porcentagem de células 

marcadas para MCM7 foi calculada através da razão entre o número de células epiteliais positivas para 

o marcador e o número total de células epiteliais de toda a área lesionada, multiplicado por 100. 

Observa-se diferença estatística entre a porcentagem de células marcadas para a proteína MCM7 nos 

dois grupos. As amostras diagnosticadas com Carcinoma Cervical apresentaram maior porcentagem de 

marcação para a proteína em análise (teste de Mann-Whitney com valor de p=0,0118). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Comparação do número de células marcadas para MCM7 entre o grupo de 

Cervicite e o de Câncer do Colo do Útero (CCU). Observa-se diferença estatística entre os 

grupos analisados, onde o Carcinoma cervical apresenta maior quantidade de células marcadas para 

MCM7 (teste de Mann- Whitney com valor de p<0,0001). 
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Adicionalmente, foi verificada a Correlação da razão entre o número total de 

células epiteliais marcadas para MCM7, e (i) o número total de células epiteliais sem 

alterações no grupo Cervicite (Figura 24A, Anexo 5), e (ii) o número total de células 

epiteliais alteradas no grupo CCU (Figura 24B, Anexo 5). O resultado dessas 

análises mostrou correlação existente entre os dois parâmetros de interesse para o 

grupo de Cervicite (r= 0,6143 e p= 0,0003) e para o grupo de CCU (teste de 

Correlação Spearman r= 0,8318 e p< 0,0001). 

Após as análises entre os grupos controle e CCU, realizamos por meio dos 

testes estatísticos de Mann-Whitney (Teste T) e Correlação de Spearman r a 

comparação da Imunomarcação para MCM7 entre as amostras de CCEP (n=19) e 

CCEM (n=24). Essa análise teve por objetivo comparar o padrão de marcação da 

proteína para esses dois tipos de carcinomas, e assim, verificar se MCM7 poderia ser 

utilizado como Biomarcador do grau de diferenciação do câncer cervical, com 

potencial para distinguir carcinomas com graus distintos de diferenciação, e, de certo 

modo, de agressividade. 

Dessa forma, foram comparados o seguinte parâmetro entre as duas 

categorias de tumor (i) o número de células de câncer marcadas para MCM7 entre os 

grupos de carcinomas (Fig. 25). E dentro de cada categoria individual de câncer: (ii) 

correlação do número de células de câncer positivas para MCM7 no CCEP e o 

número total de células de câncer contadas na área da lesão invasora (Fig. 26); (iii) 

correlação do número de células de câncer positivas para MCM7 no CCEM e o 

número total de células de câncer contadas na área da lesão invasora (Fig. 27); (iv) 

correlação do número de células de câncer positivas para MCM7 no CCEP e a área 

lesionada (Fig. 28); e (v) correlação do número de células de câncer positivas para 

MCM7 no CCEM e a área lesionada (Fig. 29). 

Ao compararmos o número de células marcadas para MCM7 nos grupos 

CCEP e CEEM (Figura 25) não foi observada significância estatística (p=0,1063) em 

relação a esse parâmetro. No entanto observa-se no gráfico a tendência de o grupo 

de amostras de CCEP apresentar uma quantidade maior de células marcadas 

quando comparado ao CCEM (Figura 25). Sobre a análise da possível correlação 

entre o número de células marcadas para MCM7 e o número total de células 

contadas em toda a área lesionadas, em ambos os grupos de Carcinoma, observa-

se que há diferença estatística nas duas análises realizadas (Figuras 26 e 27). Além 

disso, verifica-se a presença de significância estatística entre o número de células 

marcadas para MCM7 e a área lesionada em CCEP (r=0,7544 e p=0,0003) e CCEM 

(r=0,8113 e p<0,0001), (Figuras 28 e 29). 
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Figura 25: Comparação do número de células de câncer marcadas para MCM7 entre amostras de 

Carcinomas de Células Escamosas pouco (CCEP) e moderadamente (CCEM) diferenciados. Observa-se 

que apesar de haver uma tendência de as amostras de Carcinoma de Células Escamosas pouco diferenciado 

apresentarem maior número de células marcadas para MCM7, não há diferença estatística entre o número de células 

câncer marcadas pela proteína MCM7 entre as amostras de carcinoma cervical pouco e moderadamente diferenciadas 

(Teste de Mann-Whitney com o p=0,1063). 

 

Figuras 26 e 27: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 entre amostras de 

Carcinoma de Células Escamosas pouco (Fig.26) e moderadamente (Fig. 27) diferenciados, e o 

número de células contadas nas áreas de lesão. Observa-se no gráfico da esquerda que há correlação 

existente entre a quantidade de células de câncer marcadas para MCM7 em CCEP e o número total de células contadas 

em toda a área de lesão tumoral (teste de Spearman, r=0,7544 e p=0,0003). No gráfico da direita verificou-se presença 

de correlação entre a quantidade de células de câncer marcadas para MCM7 em CCEM e o número total de células 

contadas em toda a área de lesão (teste de Spearman, r=0,8113 e p<0,0001). 
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Figuras 28 e 29: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 entre 

amostras de Carcinoma de Células Escamosas pouco (Fig. 28) e moderadamente (Fig. 29) 

diferenciados, e a área total da lesão (em mm²). Observa-se no gráfico da esquerda que há correlação 

existente entre a quantidade de células de câncer marcadas para MCM7 em CCEP e a área de lesão tumoral 

(teste de Spearman, r=0,6760 e p=0,0021). No gráfico da direita verificou-se presença de correlação significativa 

entre a quantidade de células de câncer marcadas para MCM7 em CCEM e a área lesionada (teste de 

Spearman, r=0,7586 e p<0,0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6.3. Análise da presença do HPV e do HPV 16 nas amostras de 
Câncer do Colo do Útero 

A presença do DNA do HPV e do DNA do HPV 16 nas amostras de CCU foi 

analisada com o objetivo de verificar se existiria ou não correlação entre a marcação 

de MCM7 e a presença de infecção viral dentro de cada grupo de Carcinoma. 

Portanto, analisamos correlação da presença do DNA do HPV e do HPV16 

(considerando 1 = sim para presença viral e 2 = não para a presença viral) nas 

amostras de CCEP (n=19) e CCEM (n=24) por meio do teste estatístico de 

Spearman r utilizando os parâmetros a seguir: (i) número de células de câncer 

marcadas para MCM7 no CCEP e a presença do DNA-HPV (Fig. 30); (ii) número de 

células de câncer marcadas para MCM7 no CCEM e a presença do DNA-HPV (Fig. 

31); (iii) número de células de câncer marcadas para MCM7 no CCEP e a presença 

do DNA-HPV16 (Fig. 32); (iv) número de células de câncer marcadas para MCM7 no 

CCEM e a presença do DNA do HPV16 (Fig. 33).  

Os resultados dessas análises mostraram que não houve correlação 

estatística entre o número de células de câncer marcadas para MCM7 em ambos os 

tipos de carcinoma e a presença do HPV. Contudo nos gráficos observa-se que a 

maioria das células marcadas nas amostras CCEP e CCEM eram positivas para a 

presença do DNA do HPV (Figuras 30 e 31, respectivamente). Com relação ao 
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HPV16 nesses dois grupos de amostras, não verificamos correlação estatística entre 

o número de células positivas para MCM7 nos grupos CCEP e CCEM e a presença 

do HPV16 (Figuras 32 e 33, respectivamente). Apesar disso, observou-se que 

amostras de câncer CCEP com maior quantidade de células marcadas para MCM7, 

apresentaram maior prevalência do HPV16 (Figura 32). 
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Figura 30: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 entre 

amostras de Carcinomas de Células Escamosas pouco diferenciadas e a presença do 

DNA do HPV. Observa-se que não houve correlação entre o número de células marcadas no 

Carcinoma de Células Escamosas pouco diferenciado e a presença do DNA do HPV (teste de 

Spearman r = -0,1091 e p=0,6566). No entanto, houve maior número de amostras de câncer pouco 

diferenciado que foram positivas para o DNA do HPV com maior quantidade de células marcadas para 

MCM7. 
 

Figura 31: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 entre 

amostras de Carcinomas de Células Escamosas moderadamente diferenciadas e a 

presença do DNA do HPV. Observa-se que não houve uma correlação entre o número de células 

marcadas do Carcinoma de Células Escamosas moderadamente diferenciado e a presença do HPV 

(teste de Spearman r = -0,07785 e p=0,7240). No entanto, houve maior número de amostras de câncer 

moderadamente diferenciado com maior número de células positivas para MCM7 que também foram 

positivas para a presença do DNA-HPV. 
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Figura 33: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 em amostras de 

Carcinoma de Células Escamosas moderadamente diferenciado e a presença do DNA do 

HPV16. Observa-se que não houve correlação entre o número de células marcadas por MCM7 no Carcinoma 

de células escamosas moderadamente diferenciado e a presença do DNA do HPV16 (teste de Spearman r = 

0,01312 e p=0,9526).  
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Figura 32: Correlação do número de células de câncer marcadas para MCM7 em amostras de 

Carcinoma de Células Escamosas pouco diferenciado e a presença do DNA do HPV16. 

Observa-se que não houve uma correlação entre o número de células marcadas por MCM7 no Carcinoma de 

Células Escamosas pouco diferenciado e a presença do HPV16 (teste de Spearman, r = -0,2887 e p=0,2307). 

Contudo, verifica-se no gráfico, presença do DNA do HPV16 em amostras com maior quantidade de células 

marcadas para MCM7. 
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Com o objetivo de verificar possível diferença existente entre o número de 

células marcadas para MCM7 em amostras de CCEP testadas pela Biologia 

Molecular como HPV 16 positivas, e o número de células marcadas para MCM7 em 

amostras CCEM positivas para o HPV 16, foi realizada análise estatística pelo teste 

de Mann-Whitney (Teste T). O resultado dessa análise revelou uma tendência da 

presença do DNA do HPV16 ser maior em amostras de CCEP que apresentaram 

uma maior quantidade de células marcadas para MCM7 (p=0,0643) (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Número de células de câncer marcadas para MCM7 em amostras de 

Carcinoma de Células escamosas pouco e moderadamente diferenciados que foram 

HPV16 positivas. Observa-se que apesar de haver uma tendência de as amostras de Carcinoma de 

Células Escamosas pouco diferenciado apresentar maior número de células marcadas para MCM7 

HPV16 positivas, não houve diferença estatística entre a quantidade de células de câncer marcadas 

pela proteína MCM7 e a presença do DNA do HPV16, (teste de Mann-Whitney com o p=0,0643). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Investigou-se, no presente estudo, a Imunomarcação da proteína MCM7 em 

amostras de CCU humano e sua correlação (i) com o grau de diferenciação do tumor 

(pouco ou moderadamente diferenciado), e (ii) com a infecção pelo HPV16 de alto-

risco oncogênico. Assim, observamos que há maior celularidade em amostras de 

CCU quando comparadas às amostras de Cervicite. Além disso, os grupos de CCEP 

e de CCEM apresentam correlação entre o número de células marcadas para MCM7 

e o número de células contadas em toda a área de lesão e, nesses dois grupos há 

também correlação entre o número de células marcadas para MCM7 com o tamanho 

da área de lesão. Observou-se nesse estudo, (i) um aumento não significativo da 

marcação de MCM7 em amostras classificadas como CCEP, e que, (ii) o grau de 

diferenciação das amostras de CCU e a marcação por MCM7 podem estar 

relacionados com a presença do DNA do HPV e/ou do DNA do HPV16. 

Diversas moléculas têm sido avaliadas quanto ao seu uso potencial como 

biomarcadores de prognóstico em diferentes tipos de carcinomas como: a PD-L1 no 

carcinoma (adenocarcinoma) de pulmão (SHINCHI et al., 2019) e no carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço (MULLER et al., 2017); a ciclina-D1 e o fator de 

crescimento VEGF-A no carcinoma de língua (ALMANGUSH et al., 2017), as 

proteínas p16 e p53 no câncer de vulva (SAND et al., 2018), entre outros. A 

expressão aumentada de proteínas MCMs já foi verificada em grande parte dos 

tumores e dos estados proliferativos pré-malignos (HIRAIWA et al., 1997; WILLIAMS 

et al., 1998; FREEMAN, et al., 1999; BRAKE et al., 2003; LI et al., 2005; NISHIHARA 

et al., 2008; FUJIOKA et al., 2009; KWOK et al., 2015; QU, et al., 2017). A proteína 

MCM7 tem sido alvo de diferentes estudos como um marcador potencial de células 

neoplásicas (KEATING et al., 2001; GRAFLUND et al., 2004; LOBATO, 2012; DAS et 

al., 2018). 

Sabe-se que a atividade das proteínas MCMs, incluindo a MCM7, é essencial 

para o controle da replicação do DNA na divisão de células e, portanto, a localização 

nas células dessa proteína é nuclear (BELL & DUTTA, 2002; BLOW & DUTTA, 2005; 

NEVES & KWOK, 2017; PARKER, 2017; ISHIMI, 2018). BRAKE e colaboradores 

(2003) utilizando amostras parafinadas de tecido cervical normal, de lesões 

intraepiteliais (NIC I, II ou III), e de amostras de CCU originadas de camundongos 

transgênicos observaram por meio da técnica de Imuno-histoquímica a marcação 

nuclear positiva para a proteína MCM7 nas camadas basais e parabasais do epitélio 

normal, e em células alteradas nos tecidos lesionados. Esse padrão de marcação 

para MCM7 também foi observado no estudo de ZHANG e colaboradores (2013) em 
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biópsias de tecidos cervicais humanos. Tais estudos, corroboram nossos achados de 

que MCM7 se encontra exclusivamente localizado no núcleo das células epiteliais 

das camadas basais e parabasais das amostras cervicais, que correspondem à zona 

de proliferação do epitélio normal. Observou-se também marcação de MCM7 em 

núcleos de células epiteliais alteradas que formam as massas invasivas de câncer 

nas amostras de CCU.  

Como a atividade das MCMs é de extrema importância para a replicação do 

DNA na divisão de células, essas proteínas são excelentes marcadores para 

proliferação. Alguns trabalhos avaliaram especificamente a expressão de MCM7 

como marcador de proliferação, e entre eles destacam-se aqueles que utilizaram 

essa proteína como indicadores de proliferação em diversos tipos de neoplasias 

como o câncer de cólon (NISHIHARA et al., 2008), de próstata (PADMANABHAN et 

al., 2004; REN et al., 2006; LAITINEN et al., 2008), de endométrio (LI et al., 2005), da 

cavidade oral (TAMURA, 2010), de esôfago (ZHONG, et al., 2015), de laringe 

(ALMADORI, et al., 2017), do fígado (QU, et al., 2017), e do estômago 

(adenocarcinoma gástrico) (YANG, 2018). Contudo, poucos trabalhos analisaram a 

produção de MCM7 em tecidos cervicais de pacientes (BRAKE et al., 2003; 

MIDDLETON 89 et al., 2003; LOBATO et al, 2012; ZHANG, J. et al., 2013) e de 

camundongos (BRAKE et al., 2003; HONEYCUTT et al., 2006). Destaca-se que na 

maior parte desses estudos não foi realizada a análise de amostras de CCU. 

A celularidade está relacionada à proliferação de um tecido, uma vez que por 

definição, celularidade é o estado de um tecido relativamente ao número de células 

que o constitui, e assim podemos avaliar o nível de proliferação do tecido em 

questão. Em nosso estudo verificou-se significativa diferença de celularidade entre 

as amostras de Cervicite e de CCU. Assim, observou-se nas amostras de CCU: (i) 

maior quantidade de células marcadas para MCM7, (ii) maior quantidade de células 

por mm² e, (iii) maior área de marcação por MCM7, quando comparado às amostras 

de tecido cervical normal. Os resultados observados são devido à alta taxa de 

proliferação das células de câncer constituintes das massas tumorais, contribuindo à 

alta celularidade observada nesses carcinomas. 

Com relação à Imunomarcação de MCM7, nosso estudo demonstrou 

diferença de marcação entre as amostras do grupo Cervicite e do grupo CCU. 

Amostras de Cervicite exibiram marcação para MCM7 apenas nas camadas 

proliferativas do epitélio normal. Amostras do grupo CCU apresentaram uma maior 

quantidade de células positivas para MCM7, devido à grande extensão das lesões e 

à alta capacidade de proliferação das células de câncer.  
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No estudo de meta análise conduzido por GOU e colaboradores (2018) 

demonstrou-se que a expressão positiva ou elevada de MCM2, MCM5 e MCM7 

estava associada a um pior prognóstico em diferentes tumores. Com relação a 

proteína MCM7 observou-se relação da mesma com parâmetros desfavoráveis ao 

câncer como maior proliferação celular, pior estágio clínico do tumor e presença de 

metástase linfática, enfatizando o potencial de MCM7 como um excelente 

biomarcador de prognóstico do câncer. 

Outros trabalhos na literatura apresentam resultados promissores em relação 

ao potencial de MCM7, como excelente biomarcador de prognóstico em diferentes 

tipos de carcinomas. Como uma das principais moléculas reguladoras na replicação 

do DNA, a expressão anormal de MCMs é observada em muitos tipos de tumores, e 

se relaciona à presença de um pior prognóstico. Zhong e colaboradores (2015) 

observaram em amostras de carcinoma esofágico, que a proteína MCM7 apresentou 

marcação nuclear positiva em quase todas as células de câncer presentes em casos 

classificados como pouco e moderadamente diferenciados, demostrando que todas 

as células neoplásicas de tumores mais agressivos estavam em um estado 

licenciado de replicação. No entanto, em casos bem diferenciados observou-se 

redução na porcentagem de células positivas para MCM7, sugerindo que nem todas 

as células malignas dos tumores diferenciados estavam em estado licenciado para a 

replicação.  

Adicionalmente, Qu e colaboradores (2017) verificaram que no carcinoma 

hepatocelular (HCC) a alta expressão da proteína MCM7 está associada ao pior 

prognóstico dos pacientes portadores desse tipo de câncer. Por meio do aumento da 

indução de MCM7 foi observado o aumento da proliferação de linhagens celulares de 

carcinoma hepatocelular, em experimentos de transfecção realizados in vitro. Além 

disso, verificou-se um maior aumento da tumorigenicidade em camundongos que 

apresentavam células transfectadas com o gene clonado de MCM7, quando 

comparado com camundongos que apresentavam células silenciadas para o RNAm 

de MCM7. Maior nível da síntese da proteína foi relacionado a um pior prognóstico 

do HCC. Portanto, os autores do estudo argumentaram que, sendo MCM7 

responsável por controlar o início da replicação do DNA, sua ação pode contribuir 

para a tumorigênese induzida por oncogene. Em conclusão, no HCC a maior 

expressão de MCM7 estaria relacionada à alta capacidade proliferativa das células 

no estágio inicial do câncer. Porém, nos pacientes com câncer em estágio avançado, 

fatores como o tamanho do tumor, a invasão vascular ou de linfócitos, podem afetar 

o valor de MCM7 como biomarcador de prognóstico no HCC (QU et al., 2017). 
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Como destacado, até onde se sabe, não existem trabalhos descritos na 

literatura que analisaram a imunomarcação de MCM7 por IHQ em amostras de CCU 

para distinguir os graus de diferenciação desse tipo de câncer, visando avaliar a 

possível utilização dessa proteína como um biomarcador de prognóstico do CCU. No 

entanto, no estudo conduzido por Das e colaboradores (2013), verificou-se em 

amostras cervicais normais, em amostras de CCU obtidas por biopsia e em linhagens 

celulares o perfil de expressão das proteínas MCMs por meio da PCR em tempo real. 

Observou-se que a expressão de MCM7 apresentou diferença significativa entre os 

tumores e as amostras normais, porém, não houve correlação significativa entre os 

graus de diferenciação dos estágios do tumor.  

Um dos objetivos desse estudo foi verificar se havia diferença de marcação 

dessa proteína entre os graus de diferenciação do CCU e, portanto, avaliar o uso 

potencial de MCM7 como biomarcador de prognóstico desse tipo de carcinoma. 

Verificou-se individualmente nas amostras de CCEP e CCEM: (i) correlação entre o 

número de células marcadas e o número total de células contadas em todas as áreas 

de lesão; e (ii) correlação entre o número de células marcadas para MCM7 e o 

tamanho da área lesionada. Ao analisarmos a diferença do número de células 

marcadas para MCM7 entre os graus de diferenciação das amostras de CCU, 

verificou-se que não há diferença estatística em relação a esse parâmetro, entre os 

grupos CCEP e CCEM. Porém, observou-se que o grupo CCEP apresentou maior 

número de amostras com grande quantidade de células marcadas para MCM7, 

quando comparado às amostras do grupo CCEM. 

Destaca-se que nosso estudo é o primeiro a avaliar o potencial da proteína 

MCM7 como biomarcador de diferenciação do câncer cervical. Nossos resultados 

fortemente sugerem que amostras de CCEP apresentam maior número de células 

com marcação positiva para MCM7. Nesse tipo de carcinoma há um predomínio de 

células com maior potencial de proliferação e exibindo menor número de atipias 

celulares quando comparado às amostras de CCEM (KOSS 2006; PAULINO-

JÚNIOR et al., 2011). 

É bem estabelecido na literatura o papel do HPV, especialmente dos tipos de 

alto-risco na patogênese do CCU. Sabe-se, portanto, que nos casos de câncer, o 

HPV está presente em cerca de 99% das amostras (WALBOOMERS et al., 1999; 

BURD, 2003; TULAY & SERAKINCI, 2016). No presente estudo a detecção do DNA-

HPV foi positiva em 41 amostras de Cervicite e de CCU (70,7%). Observou-se que 

46,66% de amostras de Cervicite foram positivas (7/15) para o DNA do HPV; para 

amostras de CCEP observou-se 73,7% de positividade (14/19), enquanto nas 
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amostras de CCEM obtivemos 83,3% de positividade para a presença do DNA-HPV 

(20/24). 

Realizou-se no presente estudo a detecção da presença do DNA do HPV16 

nas amostras de Cervicite e de CCU. Verificou-se ausência do DNA do HPV16 em 

amostras de Cervicite. Contudo, a presença do HPV16 foi detectada em 55,81% 

(24/43) das amostras de CCU. No grupo de amostras classificado como CCEP 

observou-se 52,63% (10/19) de positividade para o DNA do HPV16, enquanto nas 

amostras de CCEM a taxa de positividade foi de 58,33% (14/24). No estudo de meta-

análise conduzido por SanJosé e colaboradores (2019), baseado em trabalhos 

epidemiológicos da infecção do HPV realizados em mulheres de todo o mundo, os 

HPVs de alto-risco 16 e 18 foram os mais prevalentes na cérvice, sendo que a taxa 

de contribuição do HPV16 para o surgimento de carcinomas foi de aproximadamente 

60%, e para o HPV18 de 10,5% (SanJosé, et al., 2019). 

Em comparação aos dados da literatura nos quais se verifica maior detecção 

do DNA do HPV e/ou do HPV16 em amostras de CCU do que aquela descrita em 

nosso estudo, destaca-se a interferência das etapas de coleta e de processamento 

de tecidos na eficiência da realização de testes moleculares. As amostras de tecido 

que foram fixadas em formol e incluídas em parafina apresentam marcantes 

limitações para o uso em Biologia Molecular devido à sua fixação em formaldeído, 

que pode causar a degradação e a modificação química dos ácidos nucléicos 

(MASUDA et al., 1999; VON AHLFEN et al. 2007; SEILER et al., 2016). A 

degradação dos ácidos nucléicos compromete a utilização da técnica de PCR, sendo 

a pesquisa do DNA alvo de interesse prejudicada pela redução da quantidade e do 

tamanho dos produtos amplificados (LEHMANN & KREIPE, 2001; DIETRICH et al., 

2013; ALVAREZ- ALDANA et al. 2015; SEILER et al., 2016). 

É de extrema importância a busca por biomarcadores que estejam 

relacionados com a infecção por HPVs de alto-risco, para o acompanhamento de 

pacientes com CCU. No trabalho desenvolvido por Garnaes e colaboradores (2016) 

em amostras de carcinomas de úvula e de língua verificou-se que a presença do 

DNA do HPV juntamente com a imunomarcação da proteína P16 foram considerados 

eficientes marcadores prognósticos nesses tumores, sendo esses resultados 

considerados promissores para se avaliar o tipo de tratamento aos quais esses 

pacientes seriam submetidos. Em relação ao tecido cervical, Das e colaboradores 

(2013) avaliaram em linhagens celulares e em biópsias de carcinoma cervical 

coletadas em líquido conservante de RNA (RNA later®), a presença do DNA-HPV e 

dos HPVs 16/18 por PCR em tempo real e a sua correlação com a expressão de 

diferentes MCMs. Observou-se que a maioria das linhagens celulares e a maior parte 
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das biópsias (71%) foram positivas para o DNA do HPV, e principalmente o HPV16. 

No entanto, o estudo não demonstrou correlação entre a expressão de nenhuma das 

MCMs incluindo a MCM7, e a presença do DNA-HPV e/ou dos tipos de HPV. 

Em trabalho anterior realizado em nosso grupo por Lobato e colaboradores 

(2012), investigando a associação entre a imunomarcação de MCM7 em amostras 

de tecido normal e NICs e a infecção pelo HPV, verificou-se uma correlação 

significativa entre as amostras de tecido normal e de lesões intraepiteliais positivas 

para MCM7 e a presença do DNA viral. Adicionalmente, Brake e colaboradores 

(2003) observaram por meio da utilização de camundongos transgênicos que super-

expressavam a proteína E7 do HPV 16 em células epiteliais, que as células epiteliais 

de lesões cervicais pré-neoplásicas ou neoplásicas induzidas nesses camundongos 

apresentavam elevada expressão da proteína MCM7 endógena. Esse resultado 

fortemente sugere uma correlação direta entre a função de MCM7 e o 

desenvolvimento da doença cervical por meio da infecção persistente pelo HPV16. 

Em nosso estudo não houve correlação entre o número de células de câncer 

marcadas para MCM7, e a presença do DNA do HPV e/ou do HPV16 nas amostras 

de CCEP e CCEM. No entanto, foi possível notar uma tendência de amostras de 

CCEP, que obtiveram resultado positivo para o DNA do HPV e/ou HPV16, exibirem 

maior número de células marcadas para MCM7. É possível que a qualidade 

deficiente das amostras de DNA extraído das amostras parafinadas tenha 

contribuído para os resultados obtidos na Biologia Molecular. Assim, torna-se 

necessário a realização de estudos adicionais, para que a correlação entre a 

presença do DNA-HPV16 e a marcação de MCM7 em amostras de CCU com graus 

distintos de diferenciação seja adequadamente avaliada. 

Conclui-se que a proteína MCM7 apresenta importante função na patogênese 

de tumores, sendo necessária a realização de novos trabalhos visando ampliar o 

estudo aqui desenvolvido sobre o papel de MCM7 no grau de diferenciação do CCU.  

A utilização de MCM7 como marcador de proliferação oferece algumas 

vantagens sobre outras moléculas usadas como indicadores de proliferação, devido 

à sua alta especificidade em células neoplásicas (ZHANG, et al., 2013). Além disso, 

essa proteína constitui parte essencial do complexo pré-replicativo, com importante 

função no processo de licenciamento da duplicação do DNA, sendo a presença de 

MCM7 bem caracterizada através de todo o ciclo celular (BELL & DUTTA, 2002; 

BLOW e DUTTA 2005; NEVES & KWOK, 2017; PARKER, 2017; ISHIMI, 2018). 

Portanto, as proteínas MCM7 têm sido consideradas excelentes biomarcadores para 

triagem e prognóstico em diferentes tipos de câncer (PADMANABHAN et al., 2004; LI 
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et al., 2005; NISHIHARA et al., 2008; FUJIOKA et al., 2009; ZHONG, et al., 2015; 

ALMADORI, et al., 2017; QU, et al., 2017). 

Os resultados do nosso estudo sugerem que a proteína MCM7 pode ser 

considerada excelente marcador de proliferação no CCU, cuja Imunomarcação 

tecidual pode estar associada aos HPVs, principalmente aos tipos de alto-risco como 

o HPV16. Assim, a utilização de MCM7 como um biomarcador de agressividade do 

câncer cervical poderia contribuir como ferramenta complementar aos métodos de 

diagnóstico histopatológico, principalmente na discriminação dos graus de 

diferenciação (CCEP e CCEM) desses tumores, contribuindo assim para o 

acompanhamento, o manejo e a sobrevida das pacientes portadoras de câncer 

cervical.  
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7. CONCLUSÕES 

 

• As amostras de CCU apresentam maior celularidade quando comparadas às 

amostras de Cervicite devido ao maior número de células em proliferação e, 

consequentemente, maior quantidade de células marcadas para MCM7; 

• Os grupos CCEP e CCEM apresentam correlação entre o número de células 

marcadas para MCM7 e o número de células contadas em toda a área de 

lesão; 

• Os grupos CCEP e CCEM apresentam correlação entre o número de células 

marcadas para MCM7 e o tamanho da área de lesão; 

• Observou-se um aumento não significativo da presença de células epiteliais 

alteradas e marcadas por MCM7 em amostras classificadas como CCEP. 

Esse aumento pode estar relacionado com maior capacidade de proliferação 

das células tumorais presentes em amostras desse grupo; 

• O grau de diferenciação das amostras de CCU e a marcação por MCM7 

podem estar relacionados com a presença do DNA do HPV e/ou do DNA do 

HPV16. 
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9. SEÇÃO DE ANEXOS 

 

Anexo 1 – Folha de rosto para submissão do projeto ao Comitê em 
Ética e Pesquisa (COEP) da UFMG 
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Anexo 2 – Condições de preparo e programa de amplificação do gene 
de β-globina humana (Nested e Hemi-Nested PCR) 

 

Quadro 1 - Componentes do Mix de PCR para amplificação do gene β-globina (268 

pb). 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

Primer GH20 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Primer PC04 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Tampão (QuatroG®) 10X 1X 1µl 

dNTP Mix (Ludwig) 2,5 mM 200µl 0,8µl 

Taq DNA pol. 

(QuatroG®) 
5 UI/µl 1 UI 0,2µl 

H2O - - 6,0µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl de DNA (lisado) da amostra. 

 

 

Quadro 2 - Componentes do Mix de PCR para amplificação do gene β-globina (110 

pb). 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

Primer PC03 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Primer PC04 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Tampão (QuatroG®) 10X 1X 1µl 

dNTP Mix (Ludwig) 2,5 mM 200µl 0,8µl 

Taq DNA pol. 

(QuatroG®) 
5 UI/µl 1 UI 0,2µl 

H2O - - 6,0µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação da 

amplificação de 268 pb. 
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Quadro 3 - Programa de amplificação do gene β-globina (268 e 110 pb). 

Passo Temperatura Tempo 

1 95 ºC 4 minutos 

2 55 ºC 1 minuto 

3 72 ºC 2 minutos 

4 95 ºC 1 minuto 

5 29 vezes ao passo 2  

6 55 ºC 1 minuto 

7 72 ºC 10 minutos 

8 4 ºC infinito 

9 Fim  
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Anexo 3 – Condições da PCR para a detecção da presença do DNA 
viral  

 

Quadro 4 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

450pb do genoma viral. 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

Primer MY09 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Primer MY11 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Tampão (QuatroG®) 10X 1X 1µl 

dNTP Mix (Ludwig) 2,5 mM 200µl 0,8µl 

Taq DNA pol. 

(QuatroG®) 
5 UI/µl 1 UI 0,2µl 

H2O - - 6,0µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl de DNA (lisado) da amostra. 

 

Quadro 5 - Programa de amplificação do fragmento de 450pb do genoma viral. 

Passo Temperatura Tempo 

1 95 ºC 4 minutos 

2 55 ºC 1 minuto 

3 72 ºC 1 minuto 

4 95 ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 a 4  

6 55 ºC 1 minuto 

7 72 ºC 10 minutos 

8 4 ºC 10 minutos 

9 Fim  
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Quadro 6 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

150pb do genoma viral. 

 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

Primer GP5+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Primer GP6+ (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Tampão (QuatroG®) 10X 1X 1µl 

dNTP Mix (Ludwig) 2,5 mM 200µl 0,8µl 

Taq DNA pol. 

(QuatroG®) 
5 UI/µl 1 UI 0,2µl 

H2O - - 6,0µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 

amplificação de 450 pb. 

 

 

Quadro 7 - Programa de amplificação do fragmento de 150 pb do genoma viral. 

Passo Temperatura Tempo 

1 95 ºC 4 minutos 

2 95 ºC 1 minuto 

3 45 ºC 1 minuto 

4 72 ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 a 4  

6 72 ºC 1 minuto 

7 4 ºC 10 minutos 

8 Fim  
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Anexo 4 – Condições da PCR para a detecção do DNA do HPV 16  

 

Quadro 8 - Iniciadores utilizados para Tipagem do HPV 16. 

Primers ALVO SEQÜÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS HPV pb 

E7CR3 

(reverso) 

 

E6/E7 

(reverso: 5’- TGA GCT GTC GCT 

TAA TTG CTC) 

 

Variável 

 

Variável 

16SF1(direto) E6/E7 
(5’-TGT ATG TCT TGT TGC AGA 

TCA TCA) 
HPV16 149 

Fonte: Yamaguchi et al. (2002) 

 

 

Quadro 9 - Componentes do Mix da PCR para tipagem do HPV 16. 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

Primer E7CR3 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Primer 16SF1 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1µl 

Tampão (QuatroG®) 10X 1X 1µl 

dNTP Mix (Ludwig) 2,5 mM 200µl 0,8µl 

Taq DNA pol. 

(QuatroG®) 
5 UI/µl 1 UI 0,2µl 

H2O - - 6,0µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 

amplificação de 450 pb. 
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Quadro 10 - Programa de amplificação do fragmento de 149pb do genoma viral do 

HPV 16. 

 

Passo Temperatura Tempo 

1 95 ºC 5 minutos 

2 54 ºC 1 minuto 

3 72 ºC 1 minuto 

4 95 ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 a 4  

6 72 ºC 10 minutos 

7 4 ºC 10 minutos 

8 Fim  
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Anexo 5 – Correlação entre o número total de células marcadas para 
MCM7 em Cervicite e CCU 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24A: Correlação do número de células epiteliais marcadas para MCM7 e o 

número de células epiteliais contadas nas amostras de Cervicite. Verifica-se nas amostras 

classificadas como Cervicite a presença de correlação entre a quantidade de células marcadas para 

MCM7 e o número de células contadas em toda a extensão do epitélio normal (teste de Spearman r com 

o valor de r = 0,6143 e de p = 0,0003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24B: Correlação do número de células epiteliais alteradas marcadas para MCM7 

e o número de células epiteliais contadas nas áreas de lesão nas amostras de Câncer 

do Colo do Útero. Verifica-se que há correlação entre a quantidade de células marcadas pela 

proteína MCM7 e o número de células contadas em todas as áreas de Câncer que invadiram o estroma 

do tecido cervical (teste de Spearman com valor de r = 0,8318 e de p < 0,0001). 
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