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RESUMO

O cancer cervical (CC) ¢ a quarta causa de morte por cancer em mulheres no Bras. Portanto, a
identificacdo de marcadores de diferenciagdo celular e de prognostico € de extrema relevancia para o
tratamento doenca. Nossa hipotese ¢ de que proteinas envolvidas com vias celulares de diferenciagao,
ativinas e inibinas, e de proliferacdo, minichromosome maintenance protein (MCM)-7, estariam
associadas ao desenvolvimento de carcinoma de células escamosas (CCE) mais indiferenciados ou de
pior progndstico, respectivamente. Amostras de CCE moderadamente (CCEM; N=39) ou pouco
(CCEP; N=20) diferenciados foram recrutadas e submetidas a analise de Imunohistoquimica para a-
/BA-inibina e MCM7. No CCEM, a area de imunomarcagao de a-Inibina citoplasmatica foi diminuida
em células apresentando um fendtipo indiferenciado (FI) em comparagdo com células apresentando
um fenotipo diferenciado (FD) (p<0,01), enquanto a colorag@o de a-Inibina nuclear em células de FD
foi diminuida em CCEP em comparacdo com CCEM (p<0,05). A intensidade de PA-inibina
citoplasmatica foi diminuida em FI (comparado com FD). Usando uma matriz de correlacdo,
detectamos uma diminui¢do evidente no coeficiente de correlagdao da coloracao de a-Inibina entre os
nucleos de FD em relacdo a FI, em ambos os tumores (CCEM e CCEP). De modo similar, nos tumores
CCEP, uma perda importante de correlagdo de intensidade de BA foi detectada entre as células FD e
FI. A analise morfométrica da imunomarcagdo de MCM7 detectou a sua expressao no nucleo das
células tumorais, tanto no CCEM quanto no CCEP. A média de imunomarcagao para o MCM7 foi de
96%. As porcentagens de imunomarcacdo foram comparadas com os parametros clinicos e
histopatologicos associados ao prognodstico. Ndo foi observada diferenga significativa da % de
marcagdo das células tumorais com a idade das pacientes e o grau de diferenciagdo. Entretanto,
verificou-se associagdo significativa entre a porcentagem de células tumorais marcadas e a
profundidade da lesdo, o grau de estadiamento dos tumores (FIGO), invasao dos linfonodos, metastase
direta/a distancia e evolugdo a 6bito em periodo inferior a 5 anos (p<0,05). A andlise da imunomarcacao
de p16 (marcador de infeccdo por HPV de alto risco) revelou que 12% (7/58) das amostras eram
negativas para infeccao pelo HPV. Foi evidenciada tendéncia para maior imunomarca¢cdo de MCM7
nas células tumorais de casos negativos pra pl16, associados com pior prognostico. Concluimos que
subunidades o-/BA-inibina desempenham um papel importante na perda de diferenciacdo celular no
CCE e consequentemente, na carcinogénese cervical humana, e que MCM7 possui potencial valor
como biomarcador de prognéstico do CCE. Mais estudos sdo necessarios para expandir o
conhecimento sobre o papel de a-/BA-inibina na carcinogénese cervical, e sobre o potencial valor
prognostico de MCM?7 no CCE.

PALAVRAS CHAVE: carcinoma; células escamosas; o-inibina; PA (ativina/inibina); MCM7,

prognostico.



ABSTRACT
Cervical cancer (CC) is the fourth leading cause of cancer death in women. Therefore, the
identification of cell differentiation and prognostic markers is extremely relevant for the treatment
of the disease. Our hypothesis is that proteins involved in cell differentiation, activins and inhibins,
and proliferation, minichromosome maintenance protein (MCM)-7, pathways would be associated
with the development of more undifferentiated squamous cell carcinoma (SCC) phenotypes or with
a worse prognosis, respectively. SCC specimens of moderately (MD-SCC; N=39) or poorly (PD-
SCC; N=20) differentiated cervical tumors were recruited and submitted to immunohistochemical
analysis for a-/BA-inhibin subunits and MCM7. a- and BA-inhibin staining was detected both at the
cytoplasmic and nuclear levels, more predominantly at the basal layer of the cervical epithelium. In
MD-SCC, the area of cytoplasmic a-inhibin immunostaining was decreased in cells with a more
undifferentiated phenotype (UP) compared to cells with a differentiated phenotype (DP cells)
(p<0.01), whereas, DP nuclear a-inhibin staining was decreased in PD-SCC compared to MD-SCC
(p<0.05). Cytoplasmic BA-inhibin intensity was decreased in UP compared to DP cells. By using a
correlation matrix, we detected an evident decrease in the correlation coefficient of a-inhibin
staining between the nuclei of DP, compared to UD cells in both MD- and PD-SCC tumors, whereas
in PD-SCC tumors, an important loss of A intensity correlation was detected between DP and UP
cells. Morphometric analysis of MCM7 immunostaining detected its expression in the nucleus of
tumor cells, both in MD-SCC and in PD-SCC. The mean immunostaining for MCM7 was 96%.
Immunostaining percentages were compared with clinical and histopathological parameters
associated with prognosis. No significant difference was observed in the % of tumor cell marking
with the age of the patients and the degree of differentiation. However, there was a significant
association between the higher percentage of MCM7 immunostained tumor cells and the depth of
the lesion, the degree of tumor staging (FIGO), lymph node invasion, direct/distant metastasis and
evolution to death in a period of less than 5 years ( p<0.05). Analysis of p16 immunostaining (high-
risk HPV infection marker) revealed that 12% (7/58) of the samples were negative for HPV
infection. There was evidence of a correlation trend of MCM?7 higher immunostaining in tumor
cells negative for pl16, which was further associated with a worse prognosis. We conclude that a-
/BA-inhibin subunits play an important role in the loss of cell differentiation in SCC and,
consequently, in human cervical carcinogenesis, and that MCM7 has potential value as a prognostic
biomarker for SCC. More studies are needed to expand knowledge on the role of a-/BA-inhibin in

cervical carcinogenesis, and on the potential prognostic value of MCM?7 in SCC.

KEY WORDS: squamous cervical carcinoma; a-inhibin; BA; MCM7; prognosis.
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REVISAO DA LITERATURA

1.0 - O CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo, sendo responsavel por
quase 10 milhdes de mortes em 2020 (WHO). Trata-se de um crescimento descontrolado de
células, ocasionado pelo desequilibrio entre a proliferacao celular e a apoptose (THOMPSON
& THOMPSON 2002).  Especificamente em relacdo ao Carcinoma de células escamosas
(CCE), essa desregulacao acomete as células dos epitélios de revestimento das duas porg¢des do
colo uterino: ectocérvice e endocérvice (Figura 1). A ectocérvice € considerada a por¢ao mais
externa do colo uterino, em contato direto com o canal vaginal, revestida por um tecido
estratificado escamoso, enquanto a endocérvice € a por¢ao mais interna, correspondendo ao
canal endocervical, revestida por um epitélio simples colunar. A area de transi¢ao entre esses
dois epitélios ¢ denominada jungdo escamo-colunar (JEC), que se acredita ser uma area de

maior risco de transformacao neoplasica (CONSOLARO & ENGLER, 2014).

FUNDO DO UTERO
% CORPO DO UTERO

ENDOMETRIO

MIGMETRIO"

ECTOCERVICE

Figura 1- Desenho esquematico da anatomia do utero. Na figura estdo representadas as 3
principais partes do utero, com énfase no 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>.

Diferentes tipos de tumores cervicais podem se desenvolver nos distintos epitélios de
revestimento do colo. O CCE se origina na ectocérvice, sendo responsavel por
aproximadamente 75% dos casos. J& o Adenocarcinoma, localizado na endocérvice

corresponde a cerca de 15 a 25% dos diagnosticos. Os carcinomas, Adeno-escamoso,
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Neuroendécrino e de Células Claras do Colo do Utero sdo subtipos histolégicos menos comuns
(ROBBINS, 2013).

Na literatura ja estd claramente descrita a relacdo dos carcinomas epiteliais do colo
uterino com a infec¢ao persistente por Papilomavirus humano (HPVs) de alto risco oncogénico,
associado a presenca de fatores de risco ja estabelecidos, como tabagismo, multiplos parceiros
sexuais, além de condi¢cdes que comprometem o sistema imune. E apesar dos avangos dos
métodos de triagem, diagndstico e tratamento alcangados na ultima década, as disparidades
regionais € sociais levam a uma grande diferenca no desfecho da doenca, o que torna ainda
necessaria a busca por ferramentas baseadas em evidéncias, que melhorem a qualidade no

seguimento das pacientes, favorecendo desfechos bem sucedidos (COHEN, et al., 2019).

1.1- EPIDEMIOLOGIA DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

O CCE ¢ o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres, estando atras apenas
do cancer de mama, colorretal e de pulmao (WHO, 2020). Trata-se de uma doenca com intima
relagdo com o perfil socio-econdmico-cultural das pacientes, sendo considerado o sétimo
cancer mais incidente no mundo e representando a quarta causa de mortes entre as mulheres
(GLOBOCAN, IARC, 2023). No Brasil sdo esperados para o ano de 2023, 17.010 novos casos,
sendo a Regido Norte a primeira em incidéncia (20,48 casos/100 mil), seguida pela Nordeste
(17,59/100 mil) e Centro-Oeste (15,66/100 mil). A Regido Sul ocupa a quarta posi¢do na
incidéncia (14,55/100 mil), e a Regido Sudeste (12,93/100 mil), a quinta posigao.
Especificamente para o Estado de Minas Gerais sdo esperados 1670 novos casos sendo estimada
para Belo Horizonte a taxa de surgimento de 8,63 novos casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2022).

Os subtipos de HPV 16 e 18 sdo considerados os mais relacionados aos carcinomas do
colo uterino. Entretanto, varios trabalhos demonstram que o HPV-18 esta presente em cerca de
50-58% dos casos de Adenocarcinoma e em apenas 15-18% de Carcinoma escamoso.
(CLIFFORD et al., 2006; FUIIWARA, 2014; WANG, X. et al., 2018; BRUNI et al., 2019).

Com relacdo a prevaléncia dos principais tipos de carcinoma de colo uterino, a
porcentagem de casos diagnosticados como Adenocarcinoma aumentou em 55,9% (de 10,2%
para 15,9%) nos tltimos 10 anos (TERUMI, et al., 2017). A melhora observada nos Métodos
diagnosticos tem contribuido para o aumento da deteccdo da incidéncia de Adenocarcinoma in
situ, uma vez que este tipo de tumor € considerado o mais dificil de se detectar pelo Método de

Papanicolaou (FUIIWARA et al., 2014).
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Um estudo de base populacional realizado por Harper & Vierthaler (2011) comparou a
incidéncia do CCE por idade entre mulheres do Brasil e do Reino Unido. Foi demonstrada uma
taxa semelhante de incidéncia até os 30 anos, evidenciando uma exposicao semelhante aos
fatores de risco. Entretanto, apos essa idade, ocorre uma evidente separagao das curvas, de
modo que aos 65 anos foi observada uma incidéncia quase quatro vezes maior nas mulheres
brasileiras em relacdo as britanicas. Essa diferenca na taxa de incidéncia poderia ser explicada
pela eficiéncia nos métodos de rastreamento, assim como ao maior acesso ao tratamento médico
adequado pelas mulheres britanicas. De fato, o nimero de casos de CCE em mulheres da
América do Sul foi de 20,4 casos a cada 100.000, contra 6,6 casos a cada 100.000 habitantes
na América do Norte e 8,7 casos a cada 100.000 habitantes no Norte Europeu (FERLAY et al,
2012).

Uma analise epidemiologica realizada por Nogueira-rodrigues e colaboradores (2014)
com pacientes brasileiras demonstrou que em 51.842 dos casos amostrados, as mulheres eram
frequentemente mais jovens (idade média de 51,2 + 14,5 anos), solteiras, negras, sem
escolaridade e fumantes (NOGUEIRA et al., 2014).

Com relacao a mortalidade pelo CCE, de acordo com estudo publicado em 2020, no
periodo de 2012 a 2016 o nimero de obitos por cancer cervical observado na populagdo
brasileira, entre diferentes grupos etarios e nas diferentes regides do pais, foi de 27.716 casos.
Houve um crescimento de 4,6% do coeficiente de mortalidade sendo registradas nesse periodo,
189 mortes em mulheres muito jovens, abaixo de 25 anos, o que equivale a 0,68% do total de
obitos. Entre 25 e 64 anos, ocorreram 18.574 obitos (67,02%), sendo o maior percentual
observado dentro da faixa etdria de 50-54 anos. Um total de 8.950 mortes foi verificado no
grupo de pacientes acima de 64 anos (32,29%). A regido Norte apresentou os maiores indices
de obitos e de taxas de mortalidade, e a do Sul o maior indice de crescimento (TAILLON et al.,
2020). O impacto da mortalidade pelo cancer de colo uterino no Brasil tem grande importancia
psicossocial, visto que afeta mulheres entre 30 e 60 anos, que sdo muitas vezes responsaveis
pela renda familiar, o que torna ainda mais importante a questdao da prevengdo (SANTANA et
al., 2010).

Canfell e colaboradores (2020) avaliaram o impacto da mortalidade por CCE em 78
paises de baixa renda, sendo verificado que em 79% desses paises (149/185) o cancer cervical
foi o terceiro tipo de cancer mais diagnosticado em mulheres abaixo de 45 anos.

A associagdo entre a infeccdo persistente por HPVs de alto-risco (AR) oncogénico € o
desenvolvimento dos carcinomas de colo uterino ja esta bem estabelecida na literatura. Varios

estudos demonstram detecc¢ao positiva do DNA-HPV em uma grande porcentagem de mulheres
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com cancer cervical, em comparagdo com mulheres do grupo controle (SCHIFFMAN et al.,
1995). Alguns fatores considerados predisponentes influenciam nas taxas de infec¢do pelo
HPV, como o inicio precoce da vida sexual, a multiplicidade de parceiros, e a co-infeccdo com
outros patdégenos. Outros estdo associados ao desenvolvimento do CCE, como a
imunossupressdo, o uso de anticoncepcionais orais por tempo prolongado, e o tabagismo,
considerado um importante fator de risco para o desenvolvimento do cancer. Um estudo
prospectivo realizado na Europa incluindo 300.000 mulheres demonstrou que o tempo de
exposicao a fumacga do cigarro, assim como o numero diario de cigarros consumidos foram
associados ao dobro do risco de desenvolver o CCE nas pacientes portadoras de HPV. Porém
as mulheres que pararam de fumar tinham uma redu¢do de 2 vezes na taxa de incidéncia do
CCE, dados que demonstram uma forte associacdo entre o tabagismo e o desenvolvimento do

cancer cervical (ROURA et al., 2014).

1.2- ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Dentre os carcinomas invasores do colo do tutero, os carcinomas de células escamosas
sdo os mais comuns seguidos pelo Adenocarcinoma Endocervical, sendo que ambos
apresentam associagdo bem estabelecida com a infec¢do persistente pelo HPV de alto risco
oncogénico (DOOBAR et al., 2018; SAN JOSE et al., 2018) A grande maioria dos CCE se
desenvolvem a partir da zona de transformagdo ou Jun¢do Escamo-Colunar (JEC- Figura 1),
definida como a fronteira entre o epitélio escamoso estratificado da ectocérvice e o epitélio
simples colunar (ROOBINS, 2013). Durante o periodo reprodutivo da mulher, as células
colunares do epitélio gandular podem se propagar para a porc¢ao externa do colo, o que favorece
a exposicao dessas células a acidez do canal vaginal pelo fendomeno denominado de Ectopia.
Esse processo leva a substitui¢do das células de reserva do epitélio simples colunar por epitélio
metaplasico escamoso, tornando a JEC uma regido muito dinamica, onde frequentemente estao
presentes células metaplasicas jovens, alvos faceis para a infec¢do pelo HPV, fato que
determina o surgimento de um grande nimero de carcinomas escamosos nessa regiao especifica
da cérvice (CONSOLARO & ENGLER, 2014).

O CCE pode se apresentar desde pequenos focos de invasdo estromal, até tumores
vegetantes visiveis macroscopicamente. A profundidade da invasdo tumoral e a presenca de
c¢lulas tumorais em vasos relaciona-se com a probabilidade de disseminagao para os linfonodos
pélvicos. O risco de metéstases corresponde a menos de 1% para tumores com 3 mm de

profundidade, sendo esse risco superior a 10% quando a invasdo excede 3 mm. Os CCEs
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geralmente exibem consideravel heterogeneidade morfologica em padrdo de crescimento, tipo
celular e grau de diferenciacdo celular. A classificacdo dos tumores ¢ baseada no pleomorfismo
nuclear, no tamanho dos nucléolos e atividade mitdtica associados a outros achados
histomorfologicos presentes nas células que compdem a massa tumoral. Dessa forma os CCEs
sdo classificados histologicamente com base em seu grau de diferenciagdo escamosa em: (i)
Carcinoma de células escamosas bem diferenciado-CCEB (Figura 2A); (ii) Carcinoma de
células escamosas moderadamente diferenciado-CCEM (Figura 2B); (iii) Carcinoma de células
escamosas pouco diferenciado-CCEP (Figura 2C) (NUCCI & OLIVA, 2009; WHO, 2020). O
Quadro 1 apresenta as principais caracteristicas celulares e morfoldgicas desses tumores de
acordo com o seu grau de diferenciagdo. Aproximadamente 50% a 60% dos CCEs sao
classificados como moderadamente diferenciados sendo o restante distribuido igualmente entre

as categorias pouco ¢ bem diferenciados (SELLORS et al., 2004; ROBBINS, 2013;).

Quadro 1: Principais caracteristicas morfologicas dos diferentes tipos de Carcinoma de
Células Escamosas (CCE) de acordo com o grau de diferenciacio

Classificacao Grau Caracteristicas
CCE bem I Células escamosas maduras com abundante formacao de
diferenciado pérolas de queratina, pleomorfismo celular intenso, e pontes
intercelulares.
CCE II | Moderada quantidade de citoplasma, bordas celulares menos
moderadamente distintas, podendo apresentar células isoladas queratinizadas.
diferenciado Discreto pleomorfismo nuclear com evidente cariomegalia e
mitoses.
I | Células com aparente sinais de imaturidade, pequenas, com
CCE pouco citoplasma escasso e nucleo hipercromatico com aumento do
diferenciado nimero de mitoses. As células tumorais geralmente estdo
dispostas em ninhos que podem ser separados por septos do
tecido conjuntivo, ou podem estar infiltrados de forma difusa
no estroma.

Legenda: O quadro mostra as principais caracteristicas do CCE de acordo com o grau de diferenciagao.
As fotomicrografias correspondentes as lesdoes CCE de distintos graus de diferencia¢do encontram-se na
Figura 2. Fonte: Nucci, M.R & Oliva, E. Gynecologic Pathology; Elsevier, 2009,
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Figura 2: Fotomicrografias de Carcinomas de Células Escamosas (CCE) do colo do utero
de diferentes graus histopatolégicos. No corte histologico A, observa-se o CCE bem
diferenciado que possui ninhos de células tumorais, com caracteristicas morfologicas de células
epiteliais maduras, além de pérolas de queratinizagdo (seta). Em B observa-se CCE
moderadamente diferenciado, apresentando grau de diferenciacdo intermedidrio com células de
citoplasma mais amplo, e variagdo evidente no tamanho dos nucleos. Na imagem C, verifica-
se o CCE pouco diferenciado apresentando massa de células escamosas tumorais no estroma
com caracteristicas de imaturidade, com nucleos pequenos e hipercromaticos. Coloragao de
Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 100X, 200X, e 100X, em A, B, C.

Fonte: A e B- Nucci, M.R & Oliva, E. Gynecologic Pathology; Elsevier, 2009; C-
https://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.

1.3- ESTADIAMENTO DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Além da classificagdo histologica ¢ primordial definir o estadiamento do CCE para
melhor direcionar o tratamento das pacientes. O sistema de estadiamento da FIGO - Federacao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (sigla inglesa para International Federation of
Gynecology and Obstetrics) ¢ usado com maior frequéncia para a classificacao de canceres dos
orgaos reprodutivos femininos, incluindo o Cancer cervical (American Cancer Society, 2020).
O estadio ¢ definido com base nos resultados do exame fisico realizado pelo médico, de
biopsias, e de exames de imagem. O CCE pode atingir toda a extensdo no perimétrio, vagina,
utero e 6rgaos adjacentes, como bexiga e reto. Além disso, esse tipo de tumor pode se espalhar
ao longo dos vasos linfaticos para os linfonodos regionais. Em 2019, o Comité de Oncologia
Ginecologica da FIGO revisou como deveriam ser os critérios para o estabelecimento dos
estadios do CCE, como descrito no Quadro 2. Esses podem variar de I a IV, e como regra,
quanto menor o nimero, menor a extensao do cancer. Além disso, dentro de um estadio, uma
letra anterior significa um estadio inferior. Destaca-se que os tumores que sdo classificados
como apresentando estadios semelhantes, geralmente sdo tratados segundo o mesmo protocolo

(BHATLA et al., 2019; American Cancer Society, 2020).
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Quadro 2 — Estadiamento de classificacdo da FIGO para o Cancer do colo do utero (2018)

Estadio Descricao

| O carcinoma ¢ estritamente confinado ao colo do utero (a extensdo do corpo uterino deve ser
desconsiderada);

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

de invasdo <5 mm;

1Al Invasdo estromal medida <3 mm em profundidade;
1A2 Invasdo estromal medida >3 mm e <5 mm em profundidade;
IB Carcinoma invasivo com invasao mais profunda, com medida >5 mm (maior que no estadio TA)

lesdo limitada ao colo uterino;

IBI1 Carcinoma invasivo >5 mm de profundidade de invasdo estromal e <2 cm na maior dimensao;
1B2 Carcinoma invasivo >2 ¢m ¢ <4 ¢cm na maior dimensao;

IB3 Carcinoma invasivo >4 ¢m na maior dimens3o;

I O carcinoma invade além do utero, mas ndo se estende para o tergo inferior da vagina ou para a

parede pélvica;

ITA Envolvimento limitado aos dois ter¢os superiores da vagina sem envolvimento parametrial;
I1IA1 Carcinoma invasivo <4 ¢m na maior dimenséo;

I1IA2 Carcinoma invasivo >4 ¢m na maior dimensao;

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

I O carcinoma atinge o terco inferior da vagina e/ou se estende até a parede pélvica, e/ou causa

hidronefrose ou rim nio funcionante, e¢/ou envolve linfonodos pélvicos e/ou para-aorticos.

A O carcinoma envolve o terco inferior da vagina, sem extensao da parede pélvica.

111B Extensdo da parede pélvica e / ou hidronefrose ou rim ndo funcionante (a menos que se saiba que ¢
devido a outra causa);

IIc Envolvimento dos linfonodos pélvicos e / ou para-adrticos, independentemente do tamanho e
extensdo do tumor;

IIC1 Metastase apenas nos linfonodos pélvicos;
c2 Metastase de linfonodos para-aorticos;
v O carcinoma se estende além da pelve verdadeira ou envolve (comprovada bidpsia) a mucosa da

bexiga ou do reto. (Um edema bolhoso, ndo permite que um caso seja alocado no estadio IV);

IVA Extensdo para os 6rgdos pélvicos adjacentes;

IVB Extensdo para orgaos distantes.

Legenda: Critérios de Estadiamento da FIGO do cancer do colo do ttero foram revisados
pelo FIGO Gynecologic Oncology Committee em 2018. Fonte: Adaptado de BHATLA et al,,
2019.
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1.4- O STATUS DA INFECCAO PELO HPV ASSOCIADO A CARCINOGENESE

Os HPVs sao considerados um grupo heterogéneo de virus de DNA circular de fita dupla,
nao envelopados, com genoma de tamanho aproximado de 8.000 nucleotideos (Figura S2), que
infectam a camada basal do epitélio da pele (tipos de HPV cutaneotrdpicos) e de tecidos mucosos
(tipo mucosotropicos) (ZUR HAUSEN, 2002).

O genoma do HPV se divide em trés regides funcionais: duas regidoes codificadoras
denominadas ORFs (Open Reading Frames) e uma regido reguladora, longa, denominada LCR
(Long Control Region). De fundamental importancia, as duas ORFs sdo classificadas como: 1)
Regido precoce (Early Region — E), que apresenta atividade transcricional desde os primeiros
estadios da infecgdo, e composta pelos genes E1, E2, E4, ES5, E6 e E7; ¢ a2) Regido tardia (Late
Region— L), expressa nos estadios finais da infecgdo viral, sendo composta pelos genes L1 e L2;
(GROVES & COLEMAN, 2015; GRAHAM, 2017). A arvore filogenética do virus (Figura S3)
foi construida com base na sequéncia de nucleotideos do gene L/ classificando os tipos de HPV
em cinco géneros — alfa, beta, gama, mu e nu (DOOBAR, 2012). O género Alfa
(Alphapapillomavirus), de maior importancia clinica e epidemioldgica, abrange 62 tipos de HPV
que infectam o epitélio das mucosas. Dentro desse género os virus sao classificados em tipos de
alto risco (AR) e tipos de baixo risco (BR), de acordo com seu potencial de causar lesdes
intraepiteliais e cancer anogenital. Atualmente mais de 200 genotipos de HPV foram
completamente sequenciados e apresentam distintos ciclos de vida de acordo com seu potencial
oncogénico (Figura S4); (TOMASINO, 2014).

A associagdo entre a infecc¢do persistente pelo HPV de alto risco oncogénico e as lesdes
do colo uterino ja estd bem estabelecida na literatura, sendo o DNA do HPV detectado em
aproximadamente 98% das lesdes de acordo com o tipo de amostra e o método de deteccio
empregado (DE SANJOSE, et al, 2010; DOORBAR et al., 2015; COHEN et al., 2019). A
historia natural das infec¢cdes por HPV mostra que a maioria das infec¢des sdo tempordrias,
com altas taxas de resolucdo espontanea. No entanto, em elevada propor¢ao dos casos, a
infeccdo persistente resultard no desenvolvimento das lesdes consideradas pré-malignas,
podendo essas ser de origem escamosa, originando a neoplasia intraepitelial cervical, ou
glandular, que levard ao desenvolvimento do Adenocarcinoma (SMALL ef al., 2017). Na
maioria dos casos, a transi¢do das lesoes pré-malignas até o carcinoma invasor pode levar uma
década. Entretanto, em cerca de 10% das pacientes a ptogressao pode acontecer em tempo

inferior a 1 ano (National Cancer Institute Cervical Cancer, 2016).
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A integragdo do DNA do HPV de alto risco no genoma do hospedeiro (Figura S4) ¢ um
fator chave que induz a transformacdo maligna em lesdes cervicais. Esse processo leva ao
acumulo de danos cromossomicos e desestabilizacdo do genoma nas células infectadas. Além
disso favorece ao aumento da expressao dos oncogenes do HPV E6/E7 (HOWIE &
GALLOWAY, 2009; MCLAUGHLIN-& MUNGER, 2009; MOODY & LAIMINS, 2010
DOOBAR, 2012; MCBRIDE & WARBURTON, 2017;). Tanto a taxa de integra¢do do genoma
viral quanto a persisténcia da infec¢do pelo HPV16 demonstram correlagdo positiva no

desenvolvimento de grau avancado da lesdo cervical (WU, 2017; KLOPFER, 2018).
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Figura 3: Forma fisica do HPV dentro da célula hospedeira. O virus alcanca as células da
camada basal do tecido, liberando seu DNA na forma epissomal que sofre posterior replicacao,
formando novas particulas virais. Em outra fase do ciclo, o virus pode integrar seu DNA ao
genoma da célula hospedeira, o que leva a transformagao celular, fator imprescindivel para a
carcinogénese. Fonte: Nobel Committee for Physiology or Medicine, 2008. Ilustra¢do Annita
Rohi- Adaptado.

Outro ponto considerado importante no processo de evolugdo da carcinogénese uterina
¢ a carga viral no interior das células infectadas. Uma associacdo entre a carga viral dos HPVs
de AR presente nas lesdes do colo do utero e a gravidade da doenga cervical foi descrita pela
primeira vez em 1999 por SWAM e colaboradores. Tal associagdo foi verificada em varios
estudos posteriores (HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2003; SHUKLA et al., 2014; WU, 2017;
KLOPFER, 2018).

Considerando que a maioria das infecgdes por HPV sdo transitérias, ha variagio da carga
viral de acordo com o curso das infec¢des. Um estudo realizado com mulheres entre 16 a 29

anos demonstrou que em 42% das infecgdes por HPV16 e 56% das infec¢des por HPV18, o
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virus ndo era detectado apos um ano. Além disso a carga viral basal foi maior nos casos de
infec¢oes persistentes por HPV para esses dois genotipos do virus, levando os autores a sugerir
que a carga viral dos HPVs de AR seria um marcador para infec¢ao persistente (VAN DER
WEELE, 2016). Em estudo baseado na quantificacao da carga viral de HPVs de AR durante o
curso natural das lesdes intraepiteliais foi possivel distinguir quais teriam maior probabilidade
de regressdo, e prever quais lesdes teriam mais chances de progressao para o cancer cervical
(DEPUYDT et al.,2015).

Porém a importancia clinica da avaliacao da carga viral do HPV no desenvolvimento
das lesdes cervicais ainda ndo esta clara (DONG et al., 2018). Sabe-se que a presenca de elevada
carga viral de HPVs de alto risco oncogénico relaciona-se com maiores taxas de persisténcia da
infeccdo, com a recorréncia das lesdes precursoras do cancer cervical, com o aumento da
concentracao das proteinas virais oncogénicas € com o aumento da probabilidade de integragao
do DNA viral. Todos esses fatores podem favorecer o agravamento das lesdes (KADAJA et al.,
2007; PARK et al., 2008; NACHAJOVA et al., 2015; WEELE, et al., 2016).

Alguns estudos sugerem que a determinagao do “status da infec¢ao pelo HPV”, baseada
na detec¢do da presenga do DNA viral de HPVs de AR, na determinacdo da carga viral e do
estado fisico do genoma do HPV (propor¢do das formas epissomal e integrada, como descrito
na Figura 3) consiste em estratégia fundamental para se avaliar a persisténcia da infecgdo e, em
ultima analise realizar o estudo e o acompanhamento da progressdo das lesdes escamosas ao

cancer invasor (CHEUNG et al.,2006).

1.5- 0 PROGNOSTICO DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

O prognéstico pode ser definido como a capacidade de se predizer o desfecho da doenga.
Estudos tém sugerido que o progndstico do cancer cervical esta relacionado a multiplos fatores.
Gai e colaboradores (2019) demonstraram que o estadio clinico avangado, a invasdo vascular
e/ou parametrial, e a presenca de metastases em linfonodos foram considerados fatores
associados a piores prognoésticos do cancer cervical. Por outro lado, o progndstico nao teve
correlagdo significativa com idade, invasao do miométrio, tamanho do tumor, e grau
histologico. Estudo clinico realizado com grande amostragem de pacientes demonstrou que as
taxas de sobrevida global de 5 anos, para os estadios I e II do Céncer cervical foram de 89 e
79% das pacientes, respectivamente (SERRANO et al., 2015). Estudo retrospectivo realizado

por Zheng e colaboradores (2016) com 795 pacientes que receberam algum tipo de tratamento
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para CCE, verificou um pior prognéstico em 91% dos casos onde observou-se metastase em
linfonodos.

Além disso, a classificacdo mais recente da OMS para os tumores genitais femininos
(WHO,2020) divide os carcinomas do colo do utero com base em sua associacao com a infec¢ao
pelo HPV em grupos HPVpositivos e HPV negativos, sendo o segundo grupo considerado um
subconjunto tumoral biologicamente distinto, que segue uma via patogénica diferente dos
tumores HPV positivos e apresentam pior prognostico (RODRIGUEZ-CARUNCHIO, et al.
2014; LEl et al., 2018; YOSHIDA, H et al., 2021).Ainda nao esta bem descrito na literatura se
os casos de CCE negativos para o HPV foram inicialmente HPV-positivos e posteriormente
seguiram uma via independente do virus, ou se ja surgiram independentes da infecc¢ao viral.
Uma possivel explicagdo seria a perda do fendtipo de diferenciacdo celular com perda
subsequente do HPV dentro da célula (RODRIGUEZ-CARUNCHIO, ef al. 2014). Entretanto
mais estudos sdo necessarios para elucidar a etiologia desses casos.

Pacientes com CCE HPV-negativos sdo mais propensas a desenvolver estadio avangado
de FIGO e invasao do espago linfatico, resultando em um pior progndstico caracterizado pela
presenca de maior taxa de invasao linfonodal, de metastase e de menor tempo de sobrevida
(NICOLAS et al., 2019). Este pior prognostico para tumores HPV-negativos também foi
observado em outros sitios de infec¢ao onde o HPV pode desenvolver carcinomas, como cancer
de cabeca e pescogo e tumores de vagina (RODRIGUEZ-CARUNCHIO, et al. 2014).

Um estudo comparativo de detecdo do DNA do HPV por PCR em pacientes com CCE
em estadio inicial revelou que o risco de recidiva geral ndo diferia entre os diferentes genotipos
de HPV em pacientes HPV-positivos, mas era 2,6 vezes maior em pacientes HPV-negativos. E
nessas pacientes o risco de metastase a distancia foi 4,5 vezes maior do que aquele observado
em pacientes HPV- positivos (RIOU ef al., 1990).

No entanto vale ressaltar, que o termo “negativo para o HPV” deve ser reservado apenas
para aqueles casos de tumor primario sem uma explicacdo técnica para a obten¢do de um
resultado negativo do teste de HPV. Existem varios testes para detec¢ao do DNA do HPV com
diferentes taxas de sensibilidade e especificidade, e sdo varias as causas relacionadas a
negatividade dos métodos de detec¢ao, destacando-se por exemplo: (i) carga viral baixa; (ii)
delecdo de fragmentos do genoma viral durante o processo de integracao; (iii) escassez de DNA
na amostra utilizada para extracao; (iv) degradacdo do DNA/RNA devido a fixacao inadequada
das amostras em formalina e inclusdo em parafina, que podem levar a resultados falso-negativos
de HPV; (v) presenga de tumor metastatico no colo uterino ndo associado ao HPV (CUZICK et

al., 2013; YOSHIDA, H. et al., 2021). Mesmo com a utilizacdo dos métodos de detecg¢ao do
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DNA do HPV mais sensiveis, cerca de 5 a 7% de todos os casos de CCE sdo negativos para o
HPV, sendo as caracteristicas clinicas, macroscopicas e microscopicas desses tumores
indistinguiveis daquelas verificadas no CCE associado ao HPV.

Dessa forma a recomendagdo ¢ a de que a Imunohistoquimica para a proteina pl6
(proteina associada a via da oncoproteina E7 do virus e pRb- Anexo II Material suplementar)
seja utilizada para o diagnostico dos casos de CCE independente do HPV, em concomitante uso
do teste de detecao molecular do HPV, quando possivel. Coloragao forte e difusa para p16 esta
consistentemente presente em quase todos os canceres associados ao HPV, enquanto os tumores
independentes do HPV sdo tipicamente p16 negativos. Notavelmente, a infec¢ao pelo HPV tem
mostrado ser de alto significado progndstico em carcinomas de vagina, vulva, cabeca e pescogo.
Em todos esses sitios anatomicos, os tumores pl6-negativos se comportam mais
agressivamente do que tumores pl6-positivos (CAROZZI et al., 2008; LIN et al., 2014; CAO
etal.,2016; ZHANG et al., 2018; NWACHUKWU et al., 2019). J4 foi proposto na literatura
que a infec¢do por HPV nao pode ser diagnosticada de forma confiavel apenas pela detec¢ao
do DNA do HPV, e que um segundo teste, como a Imunohistoquimica para a p16 ou a deteccao
do mRNA E6/E7, devem ser necessarios para classificar um tumor como conclusivamente
associado ao HPV (DE SANIJOSE et al., 2013; HALEC et al., 2017, RAKISLOVA et al.,
2017).

De fato, evidéncias recentes indicam que um pequeno subconjunto de CCE associados
ao HPV nao superexpressam p16, e se comportam de forma mais agressiva, apresentando essas
pacientes menor sobrevida do que pacientes portadoras de CCE convencionalmente associados

ao HPV e, concomitantemente, a superexpressao da proteina p16 (NICOLAS, ef al., 2020).

1.6- 0 USO DOS BIOMARCADORES NO DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DO CCE

A utilizagdo dos exames citoldgicos preventivos (teste de Papanicolaou) como método
de screening das LesoOes Intraepiteliais cervicais tem reduzido significativamente as taxas de
incidéncia do cancer cervical, principalmente em paises que possuem Programas de
Rastreamento bem estabelecidos (INCA, 2020). Entretanto as taxas de resultados falso-
negativo e falso-positivo tém variado bastante, uma vez que a técnica, baseada em parametros
morfologicos, mostra grande subjetividade, tornando-se assim necessario o desenvolvimento
de biomarcadores especificos, que possam ser utilizados como ferramentas acessorias (PINTO

etal, 2012)
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Os biomarcadores tém a fun¢do de aumentar a especificidade e a sensibilidade dos
métodos diagnosticos, especialmente na detecgdo de lesdes cervicais de alto grau com maior
risco de progressdo, € que possam trazer informagdes complementares ao exame citologico,
histopatologico e ao teste de deteccao do DNA/HPV (TSOUMPOU et al., 2009; SCHMIDT et
al., 2011).

A defini¢do de biomarcador ¢ dada a qualquer parametro bioldgico que possa ser
mensurado e avaliado com precisdo, e que seja capaz de refletir processos bioldgicos normais
ou patogénicos (STRIMBU & TAVEL, 2010). Um biomarcador de progndstico € usado para
identificar a probabilidade de um evento clinico, como recorréncia ou progressao da doenga em
pacientes com uma condi¢do médica de interesse, enquanto os biomarcadores de suscetibilidade
de risco lidam com o risco de um individuo transitar de um estado saudavel para doente
(DASARI et al., 2015; CALIFF, 2018).

Os biomarcadores comumente correspondem a moléculas relacionadas: (i) a sinalizacdo
celular (ABBAS et al., 2017; SYED, 2016) ; (ii) a regulacdo da expressao génica via modulagao
por miRNAs (BEN et al., 2015); (iii) a proliferacdo celular, como os antigenos de proliferacao
PNCA e Ki67 (AHMED et al., 2015; PAN et al., 2015); (iv) ao controle da duplicacao do
DNA, como as proteinas de manutencdo de Minicromossomos ou MCMs (Minichromosome
Maintenance Proteins) de 2 a 7 ( LOBATO et al., 2012; DAS et al., 2013; ZHANG, et al.,
2013;); (v) ao controle da atividade do ciclo celular, como as proteinas regulatorias pl 61NK4a,
p53, p21 e p27 (VAN DE PUTTE et al., 2003; JIN & XU, 2015; LONGATTO FILHO et al.,
2015; TAN & ANKATHIL et al., 2015). Esses biomarcadores tém sido avaliados quanto a sua
especificidade na identificagdo de células displasicas ou neopldsicas, tanto em amostras
citologicas quanto em bidpsias cervicais.

A capacidade proliferativa de células tumorais ¢ um aspecto fundamental de tumores
em progressao e em crescimento. A analise por Imunohistoquimica (IHQ) de marcadores de
proliferacdo como Ki67, ¢ sugerida ser de utilidade para se aferir os niveis de proliferagdo
celular em tecidos processados (LI et al, 2005; NISHIHARA et al., 2008). Em relacdo a
patogénese do cancer cervical, a imunomarcacao de Ki67 em esfregacos cervicais ou em tecidos
obtidos por bidpsias, tem sido sugerida como um marcador alternativo e especifico de
progressdo (ANDERSSON et al., 2006; QUEIROZ et al., 2006). Entretanto, Ki67 apresenta
baixa especificidade na deteccdo da proliferacdo celular, sendo verificada elevada expressao
desse antigeno em células inflamatorias e sob proliferagdo, tanto em lesdes atipicas (como

ASCUS) como em lesdes reativas (PINTO ef al., 2012). Além disso, estudos sugerem que a
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funcdo de Ki67 ndo estaria diretamente relacionada a prolifera¢ao celular, mas sim a biossintese
de ribossomos (MACCALLUM & HALL, 2000; SCHOLZEN & GERDES, 2000).
Considerando que atualmente o diagnostico do cancer ainda se baseia principalmente
nas caracteristicas morfoldgicas que sdo avaliadas por analises histologicas, uma vez que essa
abordagem leva a um diagnostico confidvel na maioria dos casos, a caracterizacdo molecular
dos biomarcadores progndsticos pode contribuir para um melhor estabelecimento do grau e da
agressividade do tumor, bem como prever os possiveis resultados para os diferentes tratamentos
disponiveis. A caracterizagdo molecular se tornara uma ferramenta inestimavel para os médicos

no processo de tomada de decisdo quanto ao acompanhamento e tratamento das pacientes

(FRANCO et al.,2014).

1.6.1- AS PROTEINAS DO SISTEMA ATIVINA/INIBINA

Ativinas e Inibinas sdo polipeptidios pertencentes a superfamilia de Fatores de
Crescimento Transformante (7ransforming Growth Factor) TGF-B. Os membros da superfamilia
TGF—B podem regular o crescimento celular, diferenciacdo, apoptose, producdo de matriz
extracelular (MEC), angiogénese, entre outros processos celulares ( SYED, 2016; ABBAS et al.,
2017). Dentre os componentes da superfamilia TGF-f, destacam-se as Ativinas, que foram
inicialmente descritas como reguladoras da secrecao do hormoénio foliculo estimulante (FSH)

pela adenohipoéfise (TSUCHIDA et al., 2004; KANEKO, 2016).

Ativinas sao um dimero proteico formado por duas subunidades unidas por ligacao
dissulfeto, podendo formar em geral homodimeros como descrito a seguir: Ativina A, formada
por dois mondmeros BA (BA- BA), Ativina B (BB- BB) formada por dois monomeros B,
Ativina AB (BA- BB), Ativina C (BC- BC) e Ativina E (BE- BE) (WALTON et al., 2012).
Inibinas sao heterodimeros que consistem de uma subunidade o e uma de duas possiveis
subunidades B (BA ou PB), resultando na formagdo de Inibina A (a-fA) ou B (0-BB)
respectivamente; Figura 4 (BLOISE et al., 2019).

O processo de sinalicao das ativinas acontece através de dois tipos de receptores trans -
membrana Serina/Treonina kinase — que possuem um dominio extracelular rico em Cisteina
com atividade de unido ao ligante, ¢ um dominio intracelular Serina/Treonina kinase
(KANEKO, 2016). Eles agem pela fosforilacao dos sitios ricos em Serina e Treonina, € sao

classificados segundo o seu peso molecular como: o receptor de ativina (Activin receptor —
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ActR) tipo II de baixo peso molecular, e o receptor de ativina tipo I de alto peso molecular
(ALEMAN-MUENCH & SOLDEVILA, 2012; BLOISE et al., 2019).

O ActR II apresenta dois homologos ActRIIA e ActRIIB (BLOISE et al., 2019;
KANEKO, 2016). Do mesmo modo ActRI também apresenta homodlogos sendo o mais
predominante o ActRIB, também conhecido como receptor de ativina tipo kinase 4 (Activin
receptor-like kinase 4 ou ALK4); os outros homologos sdo o ActRIC (ou ALK7) e ActRIA
(KANEKO, 2016; BLOISE et al., 2019). Os receptores tipo II se unem a ativina com maior
afinidade, comparado a ALK4 que ndo consegue ligar-se a ativina sem a presenca de receptores
tipo I (KANEKO, 2016). Além disso, a Ativina A tem maior poténcia e maior afinidade ao
ActRII comparada a outras ativinas, razao pela qual ¢ a mais estudada (MAKANII et al., 2014).

As ativinas iniciam sua via de sinalizacdo ligando-se a ActRII, com posterior
recrutamento de ActRI formando o complexo ativina —ActRII-ActRI. Neste ambito, as
subunidades do receptor tipo II fosforilam e ativam o receptor tipo I. Apds a ativagdo de ActRI,
o complexo recruta e induz a fosforilagdo de proteinas intracelulares denominadas SMADs
(Small Mothers Against Decapentaplegic) 2 e 3, as quais formam um complexo hetero -
dimérico e incorporam uma SMAD auxiliar, a SMAD 4 (BLOISE et al., 2019; KANEKO,
2016). Esse complexo, SMAD 2/3 e 4 se transloca para o nucleo e regula a atividade
transcricional da célula alvo (HELDIN & MOUSTAKAS, 2012; MACIAS et al., 2015;
KANEKO, 2016).

E* | ” il |
Activin A | Inkibin A
I r f I

I
E | ” i |
l Activin B I Inhibin B
I I | I
I Activin C Activin AB
L Cleavage by furin-like prnteases—T

Figura 4: Desenho esquematico da estrutura das Ativinas e Inibinas. As ativinas sdo
dimeros proteicos formadas por duas subunidades B, Ativina A ¢ composta por duas sub-
unidades BA, Ativina B por duas sub-unidades BB, Ativina C por duas sub-unidades BC ¢ a
ativina AB por uma subunidade BA e uma subunidade B. O principal antagonista das ativinas
¢ formado por uma subunidade o e uma subunidade B; quando a sub-unidade § ¢ A forma-se a
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Inibina A e se for uma subunidade BB se tem a Inibina B. Fonte: adaptado de BLOISE et al.,
2019.

Devido ao seu importante papel, a ativagdo da sinalizacdo intracelular das ativinas ¢
amplamente regulada por varios reguladores, como por exemplo, pelas proteinas SMAD 7
(reguladoras intracelulares das Ativinas), pelas Folistatina (FS) e Follistatin-like 3 (FSTL3 )
(reguladoras das ativinas no meio extracelular), que impedem que as ativinas se liguem a seus
receptores (CIARMELA et al, 2011; ALEMAN-MUENCH & SOLDEVILLA, 2012), e de
particular importancia pelas Inibinas, consideradas antagonistas fisioldgicos das ativinas.

Inibinas tém afinidade pelo receptor betaglicano. Sua agdo inibitoria ¢ realizada pela
ligacdo da sua subunidade a em seu receptor betaglicano, com concomitante ligagdo da sua
subunidade (A ou B) no receptor das ativinas, ActRII (BLOISE et al., 2019). A afinidade da
inibina pelo ActRII é baixa, mas na presenca do receptor betaglicano forma um complexo de
alta afinidade com o ActRIl. Esta intera¢ao bloqueia a agao das ativinas, ao competir com a
subunidade B do dimero das ativinas pelo ActRII (WALTON et al., 2012). Os mecanismos
moleculares do antagonismo de inibina sobre a ativina ainda sdo uma area de investigagao ativa.
Existem varios modelos propostos. O mecanismo mais simples sugere que a capacidade da
inibina de antagonizar a ativina esta baseada na propor¢ao de subunidades disponiveis, de forma
que a montagem de heterodimeros ¢ preferencial sobre mondémeros (MAKANII et al., 2014).
Cook e colaboradores (2005) demonstraram que enquanto dois residuos das subunidades 3 sao
necessarios para a ligacao da ativina e posterior ativagdo de ActRIIB, com a substitui¢ao pelo
residuo a correspondente, a capacidade de ligagdao de ActRIIB e a ativagdo sao perdidas. Assim,
enquanto a ativina precisa ligar suas 2 subunidades B as moléculas de ActRIIB em uma
propor¢ao de 1:2, a inibina liga um tinico ActRIIB por meio de sua unica subunidade f.

Fisiologicamente, as proteinas do eixo Ativina/Inibina apresentam um importante papel
na regulacdo dos processos reprodutivos femininos. As subunidades de ativina e inibina sao
expressas no ovario, € sua sinalizagdo autocrina/paracrina desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de células germinativas, na foliculogénese, na ovulagdo e na formacdo e
manuten¢do do corpo lateo, de modo que a falta de controle na expressdo dessa proteina, pode
afetar a sobrevivéncia do corpo luteo e induzir a infertilidade (APPIAH et al., 2020).

Nas tubas uterinas, a Ativina A tem um importante papel na modulacao do peristaltismo,
relaxando os miisculos lisos por meio da estimulacio da sintese do Oxido Nitrico e/ou por uma
reducdo no actmulo de Ca?’ intracelular, favorecendo o transporte de espermatozoides,

ovocitos secundarios e pre implantagao dos embrides (REFAAT & LEDGER, 2011).
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O processo de decidualizagdo do endométrio ¢ fortemente modulado pela expressdao de
Ativina A, de modo que células recém decidualizadas secretam e expressam grande quantidade
de Ativina A. Além disso, a Ativina A se correlaciona diretamente com a espessura do
endométrio de mulheres menstruadas e facilita a remodelagdo do endométrio apds a
menstruacdo (FLORIO et al, 2003; KAITU’U-LINO et al., 2008). Apdés o processo de
fecundacdo a Ativina tem importante fung¢do durante a formagao da placenta (BEARFIELD et
al., 2005).

Alguns processos patoldgicos benignos do trato genital feminino apresentam associacao
com a expressao das ativina/inibinas. Entre esses destaca-se a Sindrome do Ovario Policistico.
Apesar de algumas contradi¢cdes presentes na literatura, essa sindrome vem sendo associada
com a deficiéncia de Ativina A e Inibina B, e isso sugere que a expressao desregulada dessas
citocinas no ovario esteja envolvida na patogénese da sindrome. Entretanto mais investigacdes
ainda sdo necessdrias a fim de melhor esclarecer os mecanismos envolvidos nessa patogénese
(ELDAR-GEVA et al., 2001; WELT et al., 2005).

A falta de regulacdo na expressao dessas proteinas também ja foi verificada durante a
formacdo da endometriose, indicando que a regulagdo positiva da Ativina A favorece o
desenvolvimento da endometriose, por meio da modulacao da biossintese de estrogénio e da
expressao de citocinas inflamatorias. A Ativina A promoveria a invasdo de células endometriais
no peritonio para formar implantes endometrioticos por meio da regulacdo negativa da E-
caderina. Entretanto, essa invasao seria antagonizada pela Inibina A (FERREIRA et al., 2008).

A desregulacao na expressao das proteinas Ativina/Inibina em processos carcinogénicos
femininos também ja foi descrita na literatura. Alguns estudos mostram que o TGF—f tem sido
reconhecido como um supressor tumoral em fases pré-malignas da carcinogénese, mas se
apresenta como um pré oncogénese em fases posteriores da doenga, conduzindo a metastase
(RISBRIDGER, et al., 2004). De fato, estudo recente demonstrou que durante as etapas iniciais
da oncogénese em cancer de mama as ativinas atuam como um supressor de tumores, mas no
cancer em fase de metastase e em sindromes de caquexia, os niveis séricos de Ativina A se
encontram elevadas, evidenciando que a Ativina A pode favorecer o desenvolvimento tumoral
(BLOISE et al., 2019).

As subunidades das inibinas e/ou ativinas tém sido detectadas em tecidos normais e
tumores endocrinos normais do sexo feminino, incluindo tecidos endometriais normal e
patologico, sugerindo possiveis papéis dessas proteinas na proliferagdo do cancer e em seu
crescimento (BERGAUER et al., 2009; JUCKSTOCK et al.; 2010). As inibinas se encontram

elevadas em mulheres com tumores epiteliais no ovario, mas em pacientes com cancer de mama
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se encontram diminuidas demonstrando que a sua desregulacao ¢ altamente tumor-dependente
(MAKANII et al, 2014). No estudo conduzido por Juckstock e colaboradores (2010), a
imunomarcag¢ao das Inibinas BA e BB foi avaliada por meio da técnica de Imunohistoquimica,
em amostras de tecido cervical normal, portadoras de NIC (I, II e IIT) e de Cancer cervical (trés
diferentes graus). Verificou-se que a marcagdo da subunidade BA foi maior em amostras de
NIC, e da subunidade BB nas amostras de Cancer escamoso de maior gravidade (JUCKSTOCK
et al., 2010). Com base nessas observacdes, ¢ evidente que células epiteliais escamosas e
carcinomas expressam as subunidades BA e BB das Inibinas. Destaca-se, contudo, que nesse
trabalho o padrdo de marcagdo tecidual (intensidade de marcagdo e numero de células
marcadas) foi avaliado por meio de analise semiquantitativa, ndo sendo ainda considerado nessa
analise o status da infec¢ao pelo HPV. Entretanto uma hipotese a ser considerada ¢ a de que a
transformagao neoplasica do colo do utero humano pode estar relacionada ‘a desregulagao de

TGFP e membros da superfamilia, conduzindo a perda de diferenciagao celular.

1.6.2- AS PROTEINAS DE MANUTENCAO DE MINICROMOSSOMO (MCMs)

Proteinas MCMs (Maintenance Minichromosome Proteins) correspondem a um grupo
complexo de proteinas, membros da super-familia (SF6) de helicases, essenciais para o
licenciamento da replicacdo do DNA e o controle do ciclo celular (BLOW & DUTTA, 2005;
LUO, 2011). As seis proteinas MCMs (2-7) formam uma estrutura tridimensional em forma de
anel ao redor do DNA, que funciona como uma DNA-Aelicase que ira desenrolar a dupla fita
no inicio da sintese de DNA, ao mesmo tempo em que as forquilhas de replicacao bidirecionais

se afastam da Origem de Replicagdo (ORI); Figura 5 (BLOW & DUTTA 2005).
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Figura 5: Acao dos Fatores de Replicaciao para o Licenciamento da Duplicacio do DNA.
Esquema da dupla fita de DNA no qual ¢ mostrada a forquilha de Replicagao que surge a partir
de uma ORI eucariota. Destaca-se a presenca de varias subunidades da DNA Polimerase (a, 0,
¢), de fatores de Replicacdo (RFC, RPA, PCNA), além de um complexo de proteinas MCM
formando uma estrutura em forma de anel (amarelo). Fonte:(DHAR et al., 2001; ALBERTS
2010; PARKER 2017)

A acuricia da duplicagdo do genoma, evento que antecede a cada etapa da divisdo
celular ¢ um aspecto primordial na manutengdo da integridade gendmica de cada individuo, e é
particularmente importante para os organismos multicelulares. Milhares de ORI (10° a 10°) sdo
utilizadas por eucariotas para permitir que o genoma seja completamente replicado, de modo
que o uso das ORI seja extremamente regulado, e permita que o DNA seja replicado apenas
uma vez a cada etapa do ciclo celular (BLOW & DUTTA, 2005).

Visando elucidar de que forma a célula distinguiria se segmentos do DNA ja haviam
sido replicados ou ndo, experimentos in-vitro baseados na anélise temporal da utilizagao das
ORI durante a rapida duplicacdo do DNA em extratos de ovos de Xenopus, descobriram que ao
final da fase G1, essas origens se encontravam em um estado “licenciado” para a replicacao,
que era convertido para um estado “ndo licenciado” imediatamente apos o término da fase S.
Assim, um modelo de “licenciamento” da duplicacao do DNA foi proposto, sendo dividido em
quatro aspectos principais: (i) as ORI sdo “licenciadas” por complexos de MCMs (2 a 7) que se
ligam a essas origens durante a fase G1; (ii) a ligacdo do complexo MCM2-7 as ORIs ¢ essencial
para que essas se tornem hébeis a formar duas forquilhas de replicagdo, e entdo, “licenciadas”
a duplicacao do DNA; (iii) a ligagcdo do complexo MCM2-7 as ORIs e o “licenciamento” dessas

origens sdo restritos ao final da fase M e a totalidade da fase G1 do ciclo celular; (iv) as MCMs
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(2 a7) sdo deslocadas das ORI logo ap6s o inicio da duplicacdo, provavelmente por trabalharem
a frente da forquilha de replicacdo. O deslocamento do complexo MCM2-7 do DNA recém-
replicado ¢ considerado o aspecto central do modelo de licenciamento da duplicagdao do DNA
(BLOW & HODGSON, 2002; BLOW & DUTTA, 2005).

Como mencionado, a especificidade de Ki67 em avaliar a proliferacdo celular ¢
considerada baixa. Assim, o antigeno ¢ frequentemente expresso em um nimero menor de
c¢lulas malignas ou pré-malignas do que as MCMs, em especial 8 MCM7, em uma ampla
variedade de sitios anatdmicos (PADMANABHAN et al., 2004; LI et al., 2005; NISHIHARA
et al., 2008; FUJIOKA et al., 2009; TAMURA et al., 2010; LOBATO et al,, 2012). Alguns
trabalhos identificaram células que apresentam o fendtipo de marcag@o positiva para MCM7 e
negativa para Ki67 (MCM7+ / Ki67-), que sdo consideradas como células “licenciadas” a
proliferar, mas que ainda nao se encontram em estado de proliferacdo. O aumento dessa
populacdo celular exibiu correlagdo positiva com o grau de severidade dos tumores renal
(DUDDERIDGE et al., 2005), de prostata (DUDDERIDGE et al., 2007), oligodendroma
(WHARTON et al., 2007), figado (ZHOU, 2002), e carcinoma colorretal (NISHIHARA et al.,
2008).

Portanto, uma das principais vantagens de se utilizar MCM7 como marcador de
proliferacdo, reside no fato de que esta proteina constitui parte essencial do complexo pré-
replicativo, com importante fungdo no processo de “licenciamento” da duplicagdo do DNA,
cuja presenca tem sido bem caracterizada através de todo o ciclo celular (BLOW e DUTTA
2005). Além disso, as MCMs representam o ponto de convergéncia de numerosas vias de
sinalizacdo envolvidas no crescimento celular e dessa forma, constituem melhores marcadores
de células que estejam no ciclo celular do que outros candidatos, como receptores de fatores de
crescimento ou moléculas envolvidas na transdugao de sinal (ROMANOWSKI et al., 1997).

A imunomarcacao tecidual de MCMs incluindo a MCM?7 tem sido avaliada em diversos
trabalhos como possivel Biomarcador de Prognostico de diversos tipos de desordens
proliferativas e neoplasicas. Padmanabhan e colaboradores (2004) avaliaram a correlagdo
existente entre os indices de marcagdo (LIs ou Labeling Index) de MCM7 e de Ki67 e as
caracteristicas histopatologicas do tumor de prostata, como os niveis de PSA, graduacao e
estadio do tumor e status da re-sec¢do de margens cirurgicas. Os LIs de MCM7 foram mais
elevados do que aqueles correspondentes a Ki67, em cada uma das categorias de risco
(PADMANABHAN et al., 2004). Um outro estudo também avaliou a significancia de MCM7
como marcador prognoéstico do carcinoma endometrial (LI ez al., 2005). Pacientes com valores

elevados de LI de MCM?7 apresentaram menor taxa de sobrevivéncia. Além disso, o LI de
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MCM7 demonstrou correlagdo inversa com o grau de diferenciacdo dos tumores, ou seja,
observou-se maior Score de proliferacdo em tumores de estadios mais avangados (estadios II e
III). Entretanto, nao foi verificada associagcdo da expressao de MCM7 com outros importantes
aspectos histopatoldgicos do carcinoma endometrial como o subtipo e o estadio clinico do
tumor, a invasao do miométrio e a presenca de metastases em linfonodos (LI ef al.,2005).

Nishihara e colaboradores (2008) avaliaram o potencial de MCM7 como marcador
prognostico do cancer coloretal. Esses autores demonstraram que o LI de células com o fenotipo
MCM+ / Ki67— apresentou correlacao positiva com a presenca de metéastases € com o estadio
dos tumores: tumores em estadios mais avangados apresentaram valores mais elevados de LIs
das populagcdes MCM +/ Ki67 —. A expressao de MCM7 foi considerada um fator prognostico
independente no carcinoma coloretal (NISHIHARA et al, 2008). Da mesma forma, ao
analisarem a expressao de MCM?7 como fator prognostico do Adenocarcinoma de pulmao,
FUJIOKA e colaboradores (2009) observaram que os LIs de MCM?7 exibiram correlacao
significante com as caracteristicas histopatoldgicas dos tumores, como o grau histologico, o
subtipo e o tamanho do tumor. Todos os pacientes que apresentaram elevados LIs de MCM?7,
exibiram um pobre progndstico e menor taxa de sobrevivéncia. A expressao de MCM7 foi
considerada um fator prognostico independente no Adenocarcinoma de pulmao (FUJIOKA et
al., 2009). Em estudo conduzido por Kwok e colaboradores (2014) observou-se que o uso
combinado da imunomarcacio das proteinas MCM2-7 constitui um novo potencial indicador
preditivo e de prognéstico para pacientes com cancer de mama. Além disso, o estudo
desenvolvido por QU e colaboradores (2017) sugeriu que a via MCM?7 ciclina D1 participa da
progressdo tumoral no carcinoma hepatocelular, e, portanto, tais proteinas poderiam ser
utilizadas como Biomarcadores para o Progndstico desse tipo de carcinoma. Verificou-se nesse
estudo, que a expressao elevada de MCM7 e da ciclina D1 apresentou sensibilidade e
especificidade relativamente altas, na predigdo de pior prognostico dos pacientes com
carcinoma hepatocelular (HCC).

Um estudo de metanalise foi conduzido com o objetivo de se analisar a relagdo existente
entre a expressao das MCMs e a sobrevida geral de pacientes afetados por diversos tipos de
cancer. O estudo mostrou que a expressao positiva ou elevada das MCM2, MCM5 e MCM7
pode estar relacionada a um pior prognostico do cancer, e que esses resultados sdo tuteis para
fornecer evidéncias clinicas ao tratamento eficaz de pacientes que tendem a evoluir para pior
prognostico. Destaca-se que para MCM7 observou-se associagdo da mesma com parametros

desfavoraveis aos pacientes com cancer, como maior proliferagao celular, pior estadio clinico
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do tumor e a presenca de metastase linfatica, dados esses que enfatizam o grande potencial de
MCM7 como biomarcador de prognostico do cancer (GOU et al., 2018).

Diante de todas essas consideragdes, conclui-se que a elucidacao do papel que MCM7
desempenha na patogénese de tumores, necessitara de investigagdes adicionais que visem
caracterizar as interagdes moleculares de MCM7 e a identificacdo de vias celulares pro -
tumorogénicas que possam ser influenciadas por elevados niveis da proteina MCM7

(HONEYCUTT et al., 2006).

1.6.3- A PROTEINA p16INK4a

A familia dos genes INK4 inclui quatro membros.: pl6INK4A, pl15INK4B, plSINK4C e
pl9INK4D, que mostram caracteristicas biologicas comuns envolvidas na inibicdo do
crescimento celular e na supressdo tumoral. O gene supressor de tumor p/6 codifica proteinas
envolvidas na regulacdo de duas importantes vias do ciclo celular, a p53 e a pRb (SERRANO,
1997; SERRA & CHETTY, 2018). A pl6INK4a ¢ uma proteina pertencente a familia INK4,
cujos membros possuem a habilidade de inibir as quinases dependentes de ciclina (CDKs, do
inglés cyclin dependent kinases) e, que atua na regulagdo negativa do ciclo celular através do
bloqueio da atividade de CDK4 e CDKG6, e da interacdo com a ciclina D1. Na auséncia de p16,
a ciclina D1 se liga e ativa as CDKs 4 e 6, formando o complexo ciclina D1/CDK4- 6 que
fosforila e inativa a proteina do retinoblastoma (pRb). No estado hipofosforilado, a pRb impede
a progressao do ciclo celular ao formar um complexo com o fator de transcri¢ao E2F. Porém,
quando fosforilada, pRb dissocia-se de E2F, resultando na ativag@o da transcricdo dos genes-
alvo de E2F, promovendo a progressdo do ciclo através da transicdo G1-S. O aumento de
p16INK4a induz a inativagdo do complexo ciclina D1/CDK4-6 e ao bloqueio da progressao do
ciclo (TRINGLER et al., 2004; KIM & ZHAO, 2005; SERRA & CHETTY, 2018).

Durante a infecgdo pelo HPV, as oncoproteinas virais E6 e E7 interferem
substancialmente nos eventos de apoptose e de regulagdo do ciclo nas células infectadas. A
proteina E7 de HPVs de alto risco ¢ capaz de interagir e degradar a pRb, induzindo a liberacao
de E2F. A perda de fun¢do da pRb por interagdo com E7 de HPVs de alto risco, parece resultar
na liberagdo do controle da transcricdo do gene pl6INK4a, ocasionando um aumento na
expressdo da proteina pl6, como observado em diversos estudos (KALOF et al., 2005;

MURPHY et al., 2005; NAM et al., 2008; THOMISON et al., 2008). Figura Sa.
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Figura 5a: Associacido das proteinas E6 e E7 com as proteinas de controle do Ciclo celular.
Na figura a esquerda a fosforilagdo sequencial de pRb pelo complexo ciclina/CDK, inibe a
atividade repressora de pRb com liberagao do fator de transcri¢gao E2F, que induz a transcrigdo
de varios genes e a progressdao da fase S. A proteina E7 de HPVs de alto risco (a direita na
figura) se liga a forma hipofosforilada de pRb. Esta ligacao interrompe o complexo repressor
formado por pRb e o fator de transcri¢do E2F, resultando na liberagdo de E2F permitindo assim
a induc¢ao da proliferacao celular. Varias proteinas envolvidas no controle do ciclo, incluindo
as MCMs e pl6 tem sua expressao alterada como consequéncia desse evento. A oncoproteina
E6 (na figura, direita/abaixo) ¢ capaz de se associar a proteina reguladora do ciclo celular p53
via E6AP (proteina associada a E6), resultando na ubiquitinagdo de p53 e subsequente
degradacao proteolitica. Este efeito anula a ativacao transcricional e as propriedades repressoras
de p53 e interrompe sua habilidade de bloquear o ciclo celular. Fonte: DOORBAR, 2006 -
Modificado.

Carcinomas associados e independentes de HPV ja foram descritos na vulva, vagina e
cabeca e pescoco. A expressao imunohistoquimica de p16 tem sido frequentemente usada para
classificar corretamente esses tumores, uma vez que 0s canceres que surgem pela via
independente do HPV sdo p16 negativos e sdo mais agressivos, enquanto aqueles associados ao
HPV mostram uma forte superexpressao de pl6 e tém melhor prognostico (ALONSO et al.,
2012; NOOU et al., 2017; RAKISLOVA et al., 2017).

Como ja destacado, a classificagdo mais recente da OMS de tumores genitais femininos
(WHO,2020. 5* ed.) divide os carcinomas do colo do tero com base em sua associa¢do com a
infeccdo pelo HPV em grupos HPV positivos e HPV negativos, sendo o segundo grupo
considerado um subconjunto tumoral biologicamente distinto que segue uma via patogénica
diferente dos tumores HPV positivos e apresentam pior prognéstico (RODRIGUEZ-
CARUNCHIO, et al. 2014; LEI et al., 2018; YOSHIDA, H et al., 2021). Pacientes HPV-
negativos sao mais propensos a desenvolver estadio avangado de FIGO e invasdo do espago

linfatico, resultando em um pior progndstico (NICOLAS et al., 2019). De fato, cerca de 5-7%
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de todos os CCEs do colo do utero sdo negativos para o HPV, mesmo quando sdo utilizadas
técnicas muito sensiveis para a detec¢ao do HPV (WHO, 2020).

Assim, a detec¢do imunohistoquimica de pl6 ¢ considerada um marcador substituto
confiavel para a investigacao da infeccao por HPV de alto risco. Para ser considerada positiva
a imunomarcacao da proteina p16 deve ser difusa e forte, com localiza¢ao nuclear ou nuclear e
citoplasmatica (TRINGLER et al., 2004; LEWIS et al., 2010; SERRA & CHETTY, 2018).

Neste sentido, destaca-se um estudo realizado por Nicolas e colaboradores (2020), que
avaliou 194 pacientes portadoras de CCE positivo para HPV. Os autores compararam as
caracteristicas clinico-patologicas, o genotipo do HPV e a imunomarcagdo para pl6 com o
prognostico das pacientes. HPV 16 e/ou 18 foram os mais detectados, presentes em 156 (80%)
tumores. Imunomarcacao positiva para pl6 foi observada em 186 (96%) carcinomas, mas oito
tumores (4%) foram negativos para pl6. Foi observado que o tipo de HPV e a presenca de
infecdo multipla ndo apresentaram impacto com relacdo ao prognostico. Entretanto, as
pacientes com tumores pl6-negativos apresentaram uma sobrevida global significativamente
menor do que mulheres com carcinomas p16-positiva (45 e 156 meses respectivamente). Além
disso, na analise multivariada, a imunocoloragcdo negativa para p16 foi associada a estadio
avancado de FIGO e a presen¢a de metastases linfonodais. Dessa forma o estudo concluiu que
a obtencdo de um resultado pl6 negativo em pacientes com tumores positivos para HPV
representa um eficiente marcador prognoéstico associado a uma sobrevida global ruim.

Estudos adicionais, incluindo um niimero maior de casos sdo necessarios para confirmar

esses dados e seu potencial uso na pratica clinica.

1.6.4- A ONCOPROTEINA E7 DO HPV

O genoma do HPV ¢ formado por 8000 pares de bases, e as proteinas codificadas pelos
genes da regido precoce -E- participam da replicagdo viral e da transformagao das células do
hospedeiro. Os genes dessa regido induzem a expressao de proteinas reguladoras denominadas
El e E2 (que atuam na replicacdo e na transcri¢do do DNA viral), E4 (atua na amplificacao do
virus), E5, E6 e E7 (atuam na imortalizagdo/transformacao de queratinocitos), sendo estas
ultimas consideradas oncoproteinas (CHAN et al., 2019; ZHENG et al., 2016).

A propriedade principal e mais estudada da proteina E7 dos HPVs de alto risco,
composta por 98 aminoacidos (de aproximadamente 11 KDa) ¢ a sua capacidade de interagir
com a forma desfosforilada da proteina do retinoblastoma (pRb), isoformas p105, p107 e p130

— degradando-as. Quando a proteina pRb encontra-se na forma desfosforilada, ela se liga ao
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Fator de transcricdo E2 ou E2F (E2 Transcription-factor), o qual tem a funcdo de regular o
ciclo celular e a sintese de DNA pela modulagdo de varios genes envolvidos no processo
(DOORBAR et al., 2012; DE SANJOSE ef al., 2018). A proteina E7, ao se unir ao supressor
de Tumor (pRb) induz a degradagdo e consequente inativagao dessa proteina, o que favorece a
proliferacdo celular (ROMAN & MUNGER, 2013; PORTER et al., 2017, HOPPE-SEYLER et
al., 2018).

Além disso, E7 aumenta os niveis da fosfatase CDC25A por meio da ativagcdo de seu
promotor. A CDC25A induz a desfosforilagdo de residuo especifico de tirosina da CDK2 e,
consequentemente, promove a ativacdo necessaria para a transi¢do da fase G1/S (MOODY et
al.,2017; PAL & KUNDU, 2020). Dessa forma, a atenuagao do processo de senescéncia celular
induzida por oncogene também ¢ mediada por E7 sendo fortemente sinalizada pelo acimulo da
proteina p16. Quando expressa na auséncia da proteina E6, a proteina E7 promove a apoptose
de linhagens celulares de cancer cervical, mas quando ¢ co-expressa com a proteina E6, a E7
permite a célula escapar deste mecanismo de defesa celular (HOPPE-SEYLER et al., 2018).
Durante a integragdo do DNA do HPV ao genoma do hospedeiro pode ocorrer a quebra dos
genes E1/E2, com perda da atividade regulatdria das proteinas por eles codificada, resultando
na superexpressao das oncoproteinas E6 e E7 (MOODY et al., 2017, HOPPE-SEYLER et al.,
2018; PAL & KUNDU, 2020)

Muitos virus, incluindo o HPV, desenvolveram vdrias estratégias para bloquear a
apoptose mediada pelo hospedeiro. A capacidade do HPV de persistir no hospedeiro por longos
periodos sem ser eliminado atesta a sofisticacao dos seus mecanismos de evasao. Com isso, 0
HPV ¢ capaz de regular a sobrevivéncia das células infectadas de modo a facilitar o seu ciclo
de vida, assegurando a produgao e propaga¢do da sua descendéncia (PAL & KUNDU, 2020).

Em particular, as oncoproteinas E6 ¢ E7 dos HPVs de alto risco sao consideradas
antiapoptoticas, de modo que a expressao persistente dessas oncoproteinas favorece o
desenvolvimento do cancer invasivo, pelos efeitos destas sobre a instabilidade cromossomica e

a alteracgdo do ciclo celular (CHAN et al., 2019).
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2- JUSTIFICATIVA

O CCE apesar de ser um tipo de cancer altamente prevenivel ainda apresenta elevadas
taxas de incidéncia no pais, sendo esperados mais de 17.000 novos casos para o ano de 2023,
de acordo com dados do INCA. Em 2020, ano marcado por milhares de dbitos pela Pandemia
por COVID 19, o cancer de colo uterino ainda foi a terceira causa de mortalidade entre as
mulheres. O indice de cobertura do exame de rastreamento para os canceres de colo uterino
vem se mantendo em torno de 80% nas capitais do pais, contudo indice menores sdo observados
quando analisamos os dados de cobertura regionais (INCA, 2020).

Entender o comportamento do ambiente tumoral ¢ de extrema importancia, afim de
buscar meios de identificar e avaliar o perfil de expressao de possiveis moléculas capazes de
predizer o desfecho dessa doenga, de forma a promover um acompanhamento mais
individualizado para aquelas pacientes com maior probabilidade de evoluirem para um pior
prognostico.

Como ja bem descrito na literatura, a infec¢do persistente por HPVs de AR, pode resultar
na integragdo do DNA viral no genoma das células humanas, evento que resulta na
superexpressao das oncoproteinas transformantes E6 e E7 de HPVs de AR também considerado
importante fator de risco para o desenvolvimento do CCE (CHEUNG et al., 2006; KADAIJA et
al., 2007). Entretanto estudos recentes t€m demonstrado que a auséncia de infecao ativa pelo
HPV, caracterizada pelo teste de imunohistoquimica negativo para a proteina pl6, esta
associada a um prognostico desfavoravel das pacientes, promovendo metéstases e reducao do
tempo de sobrevida das mesmas (NICOLAS et al., 2020; YOSHIDA, H et al., 2021).

O prognodstico pode ser definido como a capacidade de predizer o desfecho da doenca.
Alguns estudos tém sugerido que o progndstico do cancer cervical esta relacionado a multiplas
fatores. Gai e colaboradores (2019) demonstraram que o estadio clinico avangado, a invasao
vascular e/ou parametrial, além de metdstases em linfonodos foram os fatores associados a
piores progndsticos do cancer cervical. Por outro lado, o prognostico nao teve correlacao
significativa com a idade das pacientes, a invasao do miométrio, o tamanho do tumor e grau
histologico.

Dessa forma, a possibilidade de estudar em amostras de tecido humano, o
comportamento de moléculas reguladoras do ciclo celular, associadas a vias de sinalizagao,

diferenciagdo e apoptose, como elegiveis biomarcadores de prognostico do cancer cervical, abre
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oportunidade para o entendimento das alteracdes moleculares promovidas pelas células
tumorais no CCE, de modo a melhorar a previsibilidade dos desfechos clinicos das pacientes.
Nossa hipotese € a de que a expressao alterada das proteinas do eixo Ativina/lnibina,
altamente envolvidas com diferenciacao celular poderia estar associada ao desenvolvimento de
casos de CCE mais diferenciados, enquanto a expressao tecidual da proteina de proliferagao
celular MCM?7, estaria mais relacionada aos casos de pior prognostico do CCE. Dessa forma,
naqueles casos onde houver presenca de recidiva, metastase a distancia, invasao de linfonodos
e sobrevida inferior a 5 anos, poderemos observar elevado niumero de células marcadas pela
proteina MCM?7 nas éreas de lesdo, cujo perfil de expressdo seria considerado inverso ao das

proteinas do sistema Ativina/Inibina.
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil de expressao tecidual das proteinas a-Inibina e BA, em pacientes com
CCE, além de avaliar a possivel utilizagdo da proteina MCM7 como biomarcador de

prognostico do cancer cervical.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliar por imunohistoquimica em amostras teciduais de CCE, a imunomarcagdo das
proteinas a-inibina, A, MCM7, p16 e E7 do HPV;

- Analisar de maneira semiquantitativa a porcentagem de imunomarcagao de a-inibina
e BA, bem como a intensidade das marcacdes obtidas;

- Analisar de maneira qualitativa a intensidade de imunomarcagdo para MCM?7 nas
amostras de cancer cervical;

- Analisar por meio de estudo morfométrico a porcentagem de marcagao para MCM7
nas amostras de CCE e sua associa¢cdo com os fatores prognoéstico do cancer de colo uterino.

- Analisar em amostras teciduais de CCE a presenca da imunomarcagdo para a proteina
pl6, com a finalidade de verificar de forma indireta a presenga de infec¢do ativa pelo HPV;

- Analisar em amostras de cancer cervical negativas para pl6, se ha expressao da
proteina E7 do HPV com a finalidade de investigar se ha infecc¢do ativa pelo HPV;

- Investigar a relevancia da imunomarcacdo para MCM?7 como biomarcador associado

ao prognostico do CCE.
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4- METODOLOGIA

4.1- MATERIAL CLINICO — AMOSTRAS DE TECIDO CERVICAL

Neste estudo retrospectivo de carater transversal foram selecionadas 59 pacientes
divididas em 2 grupos de acordo com a data do diagndstico. No primeiro incluimos 33 pacientes
cujos diagnosticos foram concluidos entre o periodo de janeiro de 2008 até dezembro de 2011.
Ja no segundo grupo 26 pacientes foram selecionadas sendo o diagndstico concluido de abril
de 2019 a janeiro de 2021. Os blocos de amostras cervicais, correspondentes a espécimes
incluidas em parafina de pe¢a removida em cirurgia ou bidpsia de pacientes portadoras de CCE,
foram selecionadas de um banco de amostras do Laboratério de Anatomia Patologica da Santa
Casa de Misericordia de Belo Horizonte, MG, sob a Coordenacdo do Dr. Mauricio
Buzzelin,Nunes que se prontificou a participar do presente Projeto por meio do empréstimo do
material clinico apos apreciagdo e analise do Comité de Etica da Santa Casa de Misericordia.
Desta forma, os blocos histolégicos foram provisoriamente mantidos no Laboratério de
Patogénese Molecular do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG durante o periodo de
realizacdo da pesquisa, ficando sob a guarda provisoria do referido Laboratorio, mediante a
assinatura de um Termo de Responsabilidade versando sobre a referida guarda.

Para a realiza¢do do presente estudo, e utilizagdo das amostras de tecido incluidas em
parafina para fins de pesquisa, esse Projeto foi encaminhado e aprovado pelo COEP (Comité

em Etica e Pesquisa) da UFMG e aprovado sob o nimero CAAE: 55168020.7.0000.5149.

4.2- LEVANTAMENTO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS E
ANATOMOPATOLOGICOS

Para realizagdo do presente estudo retrospectivo foi realizado levantamento de todos os
laudos emitidos pelo Laboratério de Anatomia Patologica da Santa Casa de Misericordia de
Belo Horizonte. A selecdo das pacientes incluidas no estudo foi realizada mediante acesso ao
Sistema de Emissao de laudos do Centro de Tratamento e Diagnostico (CTD) da Santa Casa. A
partir desses laudos foram extraidas as informacdes disponiveis como a idade, o grau de
diferenciagdo dos tumores e o grau de profundidade das lesdes. Os dados dos prontuarios foram
coletados do Servico de Arquivo Médico Estatistico (SAME) do referido Hospital e foram

registradas as informagdes referentes aos dados clinico-patolégicos das pacientes do presente
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estudo, como: (i) o grau de estadiamento de FIGO; (ii) presenca de recidiva direta; (iii) presenca

de metastase a distancia; (iv) invasdo de linfonodos; (v) obito.

59 AMOSTRAS DE CCE

| 1

Primeiro lote Segundo lote
JAN008 A DEZ/20M ABR/2073 A JAN/2021
n=33 n=26
l Laudo | histolégico 1
LABORATORID SANTA CASA
Imunohistogquirmica l Imunchistoguimica
g Confecgdo de novos —b
l cortas- |CB l
Uptea MCMT Laudo Il histoldgico MCMT
Inthima n=22 FACULDADE DE MEDICINA- n=26
n=29 UFMG
negatives
Beta il PIEINKd2  negathves ET/HPY plBMEds =g ETFHPY
n=29 n=32 ﬂ'ﬂl e 26 —) b

Fluxograma 1- Desenho experimental do estudo. As amostras foram selecionadas em dois
lotes diferentes, sendo um lote de amostras mais antigas e um segundo com amostras mais
recentes. O 1° laudo histoldgico (laudo I) foi emitido pela equipe coordenada pelo Dr Mauricio
Buzzelin, médico patologista da Santa Casa. O 2° laudo histoldgico (laudo II) foi emitido pela
Dra. Cristiana Buzzelin, docente do Departamento de Anatomia Patoldgica Faculdade de
Medicina da UFMG. No primeiro lote foram realizadas Imunohistoquimica para a-inibina, BA,
MCM7 e pl6. No segundo lote foi realizada Imunohistoquimica para MCM?7 e pl16 em todas
as amostras. Nos casos negativos para p16 foi realizada Imunohistoquimica para E7 do HPV.

4.3- ANALISE HISTOPATOLOGICA

Primeiramente, todas as amostras selecionadas foram analisadas pela equipe de médicos
Patologistas, do Laboratorio de Anatomia Patolégica da Santa Casa de Misericordia, para
emissao dos laudos histopatoldgicos. Todas as lesdes foram classificadas de acordo com

critérios descritos e estabelecidos na literatura médica; Quadro 3 (WAXMAN et al., 2012).
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Quadro 3 — Distribuicido das amostras de CCE de acordo com o grau de diferenciacao
(periodo 01/2008 a 12/2011 e 04/2019 a 01/2021)

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO “N” AMOSTRAL
Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado 20
Carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado 39
Carcinoma de células escamosas bem diferenciado 0
Total 59

A partir dos blocos de parafina que foram retirados do arquivo da Santa Casa de
Misericordia e encaminhados ao Laboratorio de Patogénese Molecular- ICB-UFMG foram
realizados novos cortes na espessura de Sum e corados por hematoxilina e eosina (H&E). Todas
essas novas laminas foram reexaminadas no Laboratdrio de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Medicina (FM) da UFMG, pela Dra. Cristiana Buzzelin Nunes, docente do Departamento
de Anatomia Patologica da referida Faculdade, para confirmac¢do do laudo histopatoldgico
previamente emitido. Assim no caso das amostras que apresentavam varios blocos (de 05 a 08
blocos), apos o estudo microscopico foi escolhido aquele bloco que melhor representasse a
lesdo, a partir do qual seriam obtidos os cortes para o estudo Imunohistoquimico. Apds essa
etapa foram realizados 10 cortes consecutivos de 4um para cada amostra tecidual, que foram

transferidos para laminas silanizadas para a realizacao dos testes Imunohistoquimicos.

4.4- REACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Na primeira fase da técnica de Imunohistoquimica, para os processos de
desparafinizagdo, reidratagdo e recuperacdo antigénica nos cortes dos tecidos (4um) foi
utilizada a solugdo Trilogy ™ na propor¢io 1:100 em agua destilada (Cell Marque- Codigo:
920P-07), a qual os cortes foram submetidos a temperatura de 100°C em duas etapas de 30
minutos no vaporizador eletronico (Steamer marca e local de fabrica¢do). Ao final dessa
primeira fase, as laminas ficaram submersas em 2 banhos de 5 minutos em agua destilada a
temperatura ambiente (T.A). Para a realizacdo dos ensaios Imunohistoquimicos foi utilizado o
kit NovoLink 24 Max Polymer Detection Novocastrat™m Leica Microsystems (#Cat: 7150-CE,).
Destaca-se que devido a intensificacdo do anticorpo secundéario em razdo da presenca de
polimero, a utilizacdo deste kit permite alcancar grande sensibilidade na reacdo de

Imunohistoquimica.
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Os cortes foram colocados em camara imida e as solugdes do kit foram aplicadas
seguindo as recomendagdes do fabricante, com pequena modificagdo em relagdo ao tempo de
incubagdo de cada etapa. Apos cada etapa houve lavagem dos cortes com PBS 1X.

Primeiramente, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da Peroxidase enddgena e de
proteinas inespecificas, utilizando-se para tal as solucdes especificas fornecidas pelo kit
NovoLink, por 10 minutos a T.A em cada etapa.

Na etapa de incubagdo com o anticorpo primario, realizada por uma hora a T.A. os
anticorpos (a-Inibina, BA, MCM?7, pl6 e E7/HPV) diluidos em PBS 1X/BSA 3% foram

utilizados seguindo as condi¢des padronizadas e estabelecidas no Laboratorio (Tabela 1).

Tabela 1: Especificacoes dos anticorpos utilizados na técnica de Imunohistoquimica

ANTICORPO ESPECIFICACOES HOSPEDEIRO DILUICAO E
/ INCUBACAO (1
TIPO HORA)
MCM7 Anticorpo Anti - Mouse 1:200
MCM7; monoclonal

clone DCS-141
Abcam - Cambridge,
United Kington;, UK
AB 2360
ALPHA INIBINA Anticorpo Anti-o- Rabbit 1:100
Inibina Sigma-Aldrich, polyclonal
St Louis, Missouri,

USA; HPA019141

BETA A (ATIVINA/ Anticorpo Anti-BA; Mouse 1:1500
INIBINA) Santa Cruz - monoclonal
Biotechnology Santa
Cruz, CA, USA;
Sc-166503
P16INK4A Anticorpo Anti — pl6; Mouse 1:100
LabVision monoclonal
clone JC8, USA
E7/HPV Anticorpo Anti E7 Mouse 1:50

(HPV 16-E7) Ab-1

(Clone TVG 710Y) monoclonal
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Thermo Scientific. Ab,
Cat. Number Ms 768-
PO

Em seguida foi realizado o bloqueio pds-anticorpo primario utilizando a solugdo
especifica do kit NovoLink por 50 minutos a T.A. Ap6s a etapa de bloqueio, os tecidos foram
incubados com a solu¢do denominada “Sistema Universal de Detec¢ao por Polimeros” do kit
NovoLink por 30 minutos a (T.A.). Para a revelacdo da marcagdo foram aplicados 100 pl de
solugdo reveladora contendo Diamino-Benzidina 3,3 (DAB) por 10 minutos & T.A. Para a
contra-coloragdo, as laminas foram mergulhadas em solucdo de Hematoxilina de Harris
(RenyLab®) por 15 segundos. Para finalizagdo ¢ montagem das laminas, os tecidos foram
lavados em &gua corrente por 5 minutos e, em seguida, desidratados em solu¢des com crescente
concentragdo de alcool (75 % - 100%) por 3 minutos, seguidos de 3 banhos em xilol por 5
minutos cada. Apds essas lavagens, procedeu-se a montagem das laminas com laminulas
utilizando o meio de montagem Entellan (Merck Millipore, Codigo 3208 20 10, USA).

Apropriados controles negativos e positivos foram incluidos em cada bateria de reacao.
Para controle negativo de cada reagdo foi feita a substituicdo dos anticorpos primarios por 100
pl da solugdo de PBS 1X. Como controle positivo foi utilizada em cada experimento, uma
amostra de Carcinoma Escamoso Invasor, cuja marcacdo bem definida ja havia ficado
conhecida durante os experimentos de padronizagao.

O “grupo controle” foi estabelecido a partir de areas de tecido normal presentes nas
amostras, de modo a se observar o perfil de expressao das proteinas analisadas em células livres

de atipias. Tais areas foram observadas em 12 amostras do presente estudo.

4.5-AVALIACAO E INTERPRETACAO DAS IMUNOMARCACOES POR
IMUNOHISTOQUIMICA

4.5.1- AVALIACAO DAS PROTEINAS a-INIBINA E SUBUNIDADE fA

Primeiramente, ressalta-se que para essas proteinas foram realizados testes Imunohistoquimicos
somente nos casos referentes ao primeiro lote de amostras (de 2008 a 2011).

A quantificagdo da imunorreatividade para as proteinas a-inibina e BA foi avaliada por
analise semiquantitativa, utilizando o Microscopio Binocular Olympus Optical Co-LTD

(Modelo U-DO3 — Bx41TF, Laboratoério de Multiusuarios do PPG em Biologia Celular) nas
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objetivas de 10X e de 40X, nas células com alteracdo morfoldgica, exibindo coloragdo marrom,
evidenciando marcac¢do nuclear e citoplasmatica presentes nas areas constituidas por tecido
tumoral. Dois observadores analisaram independentemente as laminas histologicas. Da mesma
forma foi avaliada a intensidade da imunomarcagao. Foram utilizados critérios propostos por
KLAES e colaboradores (2001) com algumas modificagdes. Para cada parametro utilizado foi

realizada a estratificagdo em cinco Scores (0 a 4) como apresentado no Quadro 4

Quadro 4- Parametros semiquantitativos utilizados para andlise da marcacio por

Imunohistoquimica

Parametros Analise Semiquantitativa

Localizacao da imunomarcacao: | Nuclear, Citoplasmatica, Nuclear e Citoplasmatica

PORCENTAGEM ESTIMADA DE CELULAS MARCADAS

Score 0 Imunorreatividade ndo observada

Score 1 Imunorreatividade observada em até 25% das células
Score 2 Imunorreatividade observada entre 26 a 50% das células
Score 3 Imunorreatividade observada entre 51 a 75% das células
Score 4 Imunorreatividade observada em acima de 75% das células

INTENSIDADE ESTIMADA DE MARCACAO

Score 0 Marcagao ausente

Score 1 Fraca - correspondente a 1+
Score 2 Moderada- correspondente a 2+
Score 3 Forte- correspondente a 3+
Score 4 Muito forte- correspondente a 4+

4.5.2- AVALIACAO DA PROTEINA MCM7

A imunohistoquimica para MCM?7 foi realizada nas 59 amostras desse estudo. A
quantificacdo da imunorreatividade para MCM7 foi avaliada por andlise morfométrica das
células com alteragao morfoldgica exibindo marcacao nuclear, presentes nas areas constituidas
por tecido tumoral. Para isso as laminas foram digitalizadas no aparelho Aperio VERSA 8, Leica
Biosystems. Destaca-se que a digitalizacdo (escaneamento) das laminas foi realizada em

colaboragdo com a Dra. Jaquelline Germano de Oliveira, coordenadora do Laboratério de
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Imunologia e Biologia Celular do Instituto de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ-MG. Os
autores agradecem a Rede de Plataformas Tecnoldgicas da FIOCRUZ, pelo apoio e
financiamento dos servigos prestados pela Plataforma de Microscopia e Microanalises de
Imagens RPRO7E. A visualizagdo e a quantificacdo das imagens foram realizadas usando o
software Aperio ImageScope Leica Biosystems. A contagem das células marcadas foi realizada
em 5 campos com medida aproximada entre 50.000 e 60.000 micrometros, sendo obtida a média
do ntimero de células marcadas para realizagao das analises estatisticas (Figura 6).

Registra-se que a escolha do niumero de campos adotados (5) para a contagem das
c¢lulas marcadas, foi baseada na realizagdo de experimentos prévios, nos quais foram testados
a contagem de 5, 8 ¢ 10 campos, ndo sendo observada diferenca significativa na média de

porcentagem das células contadas, definindo assim a contagem em 5 campos.

A Aperio ImageScope [v12.45.5003] - [12.scn - SCNA00 image] - [ X
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Figura 6: Imagem de cincer cervical capturada pelo software Aperio ImageScope Leica
Biosystems. A- Observa-se a imagem capturada pelo Microscopio Aperio VERSA 8, Leica
Biosystems de uma amostra de CCE mostrando cinco areas de lesdo (obtidas com a objetiva de
10X) com medidas variando entre 50.000 a 60.000um, diferenciadas por cores. Foram contadas
todas as células marcadas e ndo marcadas por MCM7 em cada area. As marcadas mostram
destaque numérico sobre cada célula. B- As células ndo marcadas foram contornadas, como
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destacado na imagem (obtidas na objetiva de 40X) pelas setas pretas, e cada contorno equivale
a uma célula.

A intensidade de marcagdo foi baseada na analise de dois observadores, utilizando o
Microscopio Optico convencional (descrito m item anterior) nas objetivas de 10X e de 40X. A
graduacao da intensidade de coloracao nuclear marrom nas células tumorais, foi expressa
seguindo um score de 0 a 4: 0- sem marcagdo; 1- intensidade fraca; 2- moderada; 3- forte; 4-

muito forte (Quadro 4).

4.5.3- AVALIACAO DA PROTEINA p16INK4a

A avaliacdo da imunomarcagao da proteina p16 foi realizada em todos os 59 casos de
CCE. Nessa andlise foi verificada a presenga ou auséncia de imunomarcagao, caracterizada pela
presenca de cor marrom. Registra-se que para ser considerada positiva, a marcag¢do deve ser
forte e difusa, tanto no nicleo quanto no citoplasma das células tumorais. E importante destacar
que na presenca da proteina E7 do HPV, a proteina pRb se torna inativa, perdendo a sua
capacidade de controle sobre p16, que se torna superexpressa nas células tumorais. Dessa forma
pl6 ¢ considerado um biomarcador indireto da infec¢do pelo HPV (SERRA & CHETTY,
2018). Esse teste teve como objetivo detectar de maneira indireta a presenga da infecgdo ativa

pelo virus HPV nas amostras de tecido avaliados nesse estudo.

4.5.4- AVALIACAO DA PROTEINA E7/HPV

A Avalia¢do da imunomarcagdo para a proteina E7 foi realizada nas amostras de cancer
em que ndo foram observadas a imunomarcacdo para pl6. Esse teste foi realizado afim de
verificar se as amostras negativas para p16 seriam realmente negativas para o HPV de alto risco
oncogénico, uma vez que nao possivel realizarmos os testes de DNA do HPV devido a falhas
pré-analiticas na etapa de fixacdo das amostras. Dessa forma a IHQ para E7 foi realizado em 7
amostras. Foram consideradas positivos para a proteina os casos que apresentaram forte

marcacao citoplasmatica e/ou nuclear.
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4.6 — AQUISICAO DE IMAGENS

A obtengao de imagens das amostras representativas de cortes histologicos de CCE corados
pelo HE ou submetidos a IHQ se deu através do: (i) Fotomicroscopio Olympus, modelo BX51,
utilizando a camera fotografica digital Q-Color 3 da Olympus nos aumentos de 10X, 20X e
40X. no Laboratorio LABER coordenado pela Professora Fernanda Radicchi; (ii)
Fotomicroscopio Olympus modelo Bx60, Camera U50 da Olympius, no Laboratério de Biologia
Celular ; (iii) Fotomicroscopio Zeiss Axiolab I equipado com uma Camera digital Zeiss
Axiovision (Carl Zeiss, NY, EUA), utilizando-se o Software Zen. Essa etapa do trabalho foi
realizada no Laboratorio Biologia da Neurotransmissao do Departamento de Morfologia, I[CB-

UFMG, coordenado pela Profa. Cristina Guatimosim Fonseca.

4.7- ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Prisma (GraphPad Sofiware Inc., CA,
EUA-Versao 9.0.0). Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
D’Agostino & Pearson. Foram comparadas a expressao da proteina no nucleo e no citoplasma
das células tumorais no caso de a-Inibina e BA, levando-se em consideragdo os fenotipos
celulares, utilizando-se um método ndo paramétrico Kruskall-Wallis para comparar as medianas
com intervalo interquartil. Por sua vez, a expressao proteica de MCM7 foi comparada somente
no nucleo das células tumorais. Para a comparacao entre grupos foi realizado também o método
nao paramétrico Kruskall-Wallis para comparar as medianas com intervalo interquartil. As
diferengas foram consideradas significativas quando p <0,05.

Para as anélises de Prognoéstico foram usados os testes Kruskall-Wallis para comparar
as medianas com intervalo interquartil, ¢ One-way ANOVA. Através desses testes foram
comparadas as porcentagens de marcagao nuclear por MCM7 com os critérios associados ao
prognostico. Dentre os critérios de prognéstico avaliados citam-se: idade da paciente, grau de
diferenciagdo do tumor, profundidade da lesdo, grau do estadiamento de FIGO, invasdo

linfonodal, presenca de metéstases direta e/ou a distancia, e 6bito em tempo inferior a 5 anos.
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5- RESULTADOS

5.1 - ANALISE HISTOPATOLOGICA

Neste estudo foram analisados um total de 59 amostras de tecido cervical incluidas em
parafina. Dessas, 20 foram classificadas como CCE pouco diferenciado (CCEP) e 39 como
CCE moderadamente diferenciado (CCEM). Nenhum caso de CCE bem diferenciado pdde ser
identificado no Banco de tecidos do Laboratério de Anatomia Patologica da Santa Casa de
Misericordia de Belo Horizonte nos periodos considerados. Registra-se que todas as amostras
ja& haviam recebido um primeiro diagnostico histopatolégico na Institui¢do de origem.
Entretanto uma segunda analise histopatologica foi realizada no Laboratorio de Patologia da
Mama, do Departamento de Anatomia Patologica da FM da UFMG com todas as 59 amostras,
para a confirmagao do diagndstico para fins desta pesquisa. Vale ressaltar que CCE geralmente
exibem consideravel heterogeneidade morfologica, apresentado células de origem epitelial com
distintos padrdes de maturacdo. Assim observou-se grupos de células com fendtipo
diferenciado, apresentando nucleos de formato e tamanho varidveis e citoplasma abundante,
compativeis com maior grau de diferenciacdo epitelial, associados a grupo de células de
fendtipo indiferenciado que apresentavam aspectos morfologicos caracteristicos de células
epiteliais imaturas, como nucleos arredondados, que ocupavam grande area no citoplasma
celular, com formas e tamanhos mais homogéneos.

Imagens representativas dos diferentes graus de diferenciacdo das amostras de CCE
avaliadas neste estudo, e obtidas de cortes de tecido cervical corados pelo HE com suas

diferentes populacdes celulares sdo mostradas na Figura 7.
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Figura 7: Fotomicrografias (H&E) representativas das lesées cervicais encontradas na
cohort estudada. As fotomicrografias representam areas de CCE moderadamente e pobremente
diferenciados, apresentando populagdes celulares com fenotipos diferenciado e indiferenciado
em ambas as lesoes. As imagens foram obtidas de mesmo caso de CCEM e CCEP. A-D (100X-
400X): Carcinoma de Células Escamosas moderadamente diferenciado (CCEM) apresentando
areas tumorais contendo células com fenotipos distintos. As células com maior grau de
diferenciag¢do (10B) apresentam citoplasma amplo, nticleos de formas e tamanhos variados e
por vezes areas de queratinizacdo (seta vermelha). Ja as células menos diferenciadas (10D),
apresentam citoplasma escasso, nucleos ocupando quase todo o citoplasma, com formas e
tamanhos mais homogéneos (seta azul). E-H (100X-400X) Carcinoma de Células Escamosas
pouco diferenciado (CCEP), que também apresentam popula¢des com fendtipos diferenciados
e indiferenciados. As células com maior grau de diferenciagdao (10F) apresentam citoplasma
amplo, ntcleos de formas e tamanhos variados (seta vermelha). Ja as células menos
diferenciadas (10H), apresentam citoplasma escasso, nucleos ocupando quase todo o
citoplasma, com formas e tamanhos mais homogéneos (seta azul). FD= Fenotipo diferenciado;
FI= Fenotipo Indiferenciado

5.2- ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA PARA a-INIBINA NAS AMOSTRAS DE
CARCINOMA CERVICAL ESCAMOSO

A a-inibina é altamente expressa no nucleo de células com fenotipo mais diferenciado

Para essa fase do estudo 33 casos foram inicialmente selecionados. Entretanto as
analises foram realizadas em 29 amostras. Um caso foi excluido por se tratar de Carcinoma de
tuba uterina. Ainda, devido a problemas pré-analiticos que interferem na reagdo de
Imunohistoquimica, e ao esgotamento das amostras processuais, em 3 amostras nao foi possivel
realizar a andlise uma vez que os cortes sempre soltavam da lamina no decorrer da etapa de
reativacdo a 100°C. Muito provavelmente esse fato tem relagdo com a etapa de fixacao dos
tecidos antes de sua inclusdo em parafina, que afetou a posterior aderéncia nas laminas
silanizadas. Para o alcance de fixagdo ideal ¢ importante avaliar o tipo de fixador utilizado, o
seu tamponamento em pH ideal e o tempo de permanéncia da amostra tecidual no agente fixador
(RAMOS-VARA, 2005). Alteragdes e/ou erros ocorridos nessas etapas, podem dificultar as
analises Imunohistoquimicas posteriormente realizadas.

O perfil epidemiologico das 29 pacientes dessa fase do estudo revelou que as idades
variaram de 25 a 75 anos (média de 48,3 = 17,3 anos). A faixa etaria predominante das 29
mulheres portadoras de CCE incluidas nessa fase foi de 40 a 50 anos o que corresponde a 13
pacientes (40,6%). Com relacdo ao grau de diferenciacdo dos carcinomas analisados, 12 foram

classificados como pouco diferenciado (CCEP), que correspondiam a 41% das amostras,
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enquanto 17 foram classificados como moderadamente diferenciado (CCEM), correspondendo
a 59% dos casos.

A avaliacdo da imunomarcacao de todas as laminas foi realizada por pelo menos dois
Morfologistas, e baseada nos parametros citados anteriormente. As amostras de tecido foram
analisadas por Microscopia Optica, nas objetivas de 10X e 40X.

Vale ressaltar que, nas 26 amostras selecionadas na fase II desse estudo ndo foi possivel
realizar os testes Imunohistoquimicos, pois o anticorpo anti a-inibina se esgotou na primeira
fase, ndo sendo possivel adquirir um novo lote deste anticorpo até a finalizagdo da 2? fase do
estudo.

Ao iniciarmos a fase de interpretacdo das marcagdes enzimaticas, verificamos que em
algumas amostras de CCE (12) era possivel observar a presenca de areas de tecido cervical
escamoso normal, livres de lesdao. Essas regides geraram entdao nosso grupo de “controle interno
do experimento”. Observou-se marcacao de forte intensidade para a-Inibina no nticleo e no
citoplasma das células basais normais, além de marcagdo nuclear mais fraca em células do

estrato espinhoso (Figura 8).

Figura 8: Imunomarcacio da proteina o-inibina em areas de epitélio cervical nao
alterado. Em A (200X) e B (400X) observa-se marcagdo com a-inibina de forte intensidade no
nicleo e no citoplasma das células basais normais (setas pretas), além de marcagdo de
intensidade mais fraca nuclear do estrato espinhoso (seta vermelha).

Ao avaliarmos a imunorreatividade para a o-inibina nas c€lulas escamosas tumorais,
percebemos também a marcagdo tanto no nucleo quanto no citoplasma de todas as células
tumorais. Com o intuito de se analisar o padrao de marcagdo da a-Inibina em 4areas de tumor
com distintos graus de diferenciacao do CCE, dois pardmetros foram avaliados: i) porcentagem

de células imunorreativas para a-Inibina e, ii) intensidade da marcagdo das células pelo

anticorpo.
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Como ja descrito anteriormente, os CCE exibem consideravel heterogeneidade
morfologica, apresentado células com padrdes de maturacdo diferentes. Dessa forma € possivel
observar em uma mesma amostra de tecido, células com fendtipo diferenciado (apresentando
nucleos de formato e tamanho varidveis e citoplasma abundante), associadas as células de
fendtipo indiferenciado, que apresentam aspectos morfolégicos caracteristicos de células
imaturas (com nucleos arredondados, ocupando grande area no citoplasma celular, com formas
e tamanhos mais homogéneos). Destaca-se, que durante a fase de analise da imunomarcagado
por IHQ, foi observado que os ninhos tumorais compostos por cé¢lulas morfologicamente mais
diferenciadas apresentavam diferencas relevantes quanto ao padrdo de imunomarcagdo, em
relacdo ao padrdo observado em ninhos compostos por células de fendtipo indiferenciado, e
que, por essa razao, tais areas foram analisadas separadamente. A partir dessa importante
observacgdo, analiticamente foram considerados 2 distintos grupos celulares denominados
Fenétipo diferenciado (FD) e Fenotipo indiferenciado (FI). Os parametros foram entdo
analisados separadamente para cada fenoOtipo celular presente nas amostras de CCE
classificadas como moderadamente (Tabela 2) e pobremente (Tabela 3) diferenciadas.

A Tabela 2 apresenta os resultados de imunomarcagao para a-Inibina obtidos para os
casos de CCEM (17) considerando-se as 2 populacdes de células tumorais, FD e FI, presentes
nas amostras.

Observamos alta porcentagem, de casos com marcagdo celular superior a 75% (Score
4) no nucleo (65% das amostras) e principalmente no citoplasma (88% das amostras) das células
com fenotipo diferenciado. Com relagao ao parametro intensidade de células marcadas, 12 (em
17) casos apresentaram marcacao moderada (Score 2) ou forte (Score 3) no nucleo das células
com fenoétipo diferenciado o que correspondeu a 70% das amostras analisadas. Células de
fenotipo indiferenciado exibiram menor numero de células com marcacgao nuclear nos Scores 3

e 2.

Tabela 2: Resultados dos parametros analisados na Imunohistoquimica para
o-Inibina em amostras de CCEM (N=17)

LOCAL DA
PARAMETROS MARCACAO POR FENOTIPO SC(;RE SC(;RE SCCZ)RE SC(;RE SCE:RE
CELULAR
FD 0(0%) 2(12%) 2(12%) 2(12%) 11(65%)
% DE -
MARCACAO NUCLEO
FI 6(35%) 0(0%)  0(0%) 3(18%)  8(47%)
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FD 0(0%) 1(6%) 0(0%) 1(6%) 15(88%)
CITOPLASMA
FI 6(35%)  0(0%) 0(0%)  2(12%)  9(53%)
FD 0(0%)  4(24%) 6(35%) 6(35%) 1(6%)
NUCLEO
FI 6(35%) 3(18%) 3(18%) 2(12%)  3(18%)
INTENSIDADE
DE MARCACAO
FD 0(0%)  9(53%) 7(41%) 0(0%) 1(6%)
CITOPLASMA
FI 6(35%) 5(29%) 5(29%)  0(0%) 1(6%)

Legenda: %Células marcadas de acordo com os Scores 0 = sem marcagdo; 1 = marcagdo
em até 25%; 2 = marcagdo entre 26 ¢ 50%; 3 = marcacao entre 51 a 75%; 4 = marcagdo acima
de 75%. Intensidade de marcacao observada de acordo com os Scores: 0 = auséncia de
marcacdo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 = forte; 4 = muito forte. FD = fenotipo diferenciado; FI
= fen6tipo indiferenciado.

Nas micrografias da Figura 9 sdo apresentadas as imagens obtidas de uma amostra
representativa de CCEM, onde ¢ possivel observar ninhos tumorais com células de fenotipo
diferenciado e indiferenciado, com padrdes especificos de marcagdo marrom pelo cromogeno
Diaminobenzidina (DAB) no nucleo e no citoplasma. Na amostra de CCEM considerada,
observa-se elevada porcentagem de células marcadas (nucleo e citoplasma), tanto na populagado
FD (9 A-C) quanto FI (9 E-G). Nas c¢lulas de fenotipo diferenciado (a esquerda na imagem) a
intensidade de marcagdo citoplasmatica ¢ frequentemente moderada além de intensidade de
marcagdo nuclear de forte intensidade, enquanto que nas células representando o fenotipo
indiferenciado (2 direita na imagem) as marcagdes tanto do nucleo quanto do citoplasma
mostram intensidade mais fraca.

Dessa forma ¢ possivel afirmar que nos casos de CCEM, a porcentagem de células
marcadas ¢ maior nas células com FD, que apresentam ainda elevada intensidade de marcagao

nuclear.



CCEM/FD

CCEM/FI

RESULTADOS

Figura 9: Imunomarcacio da proteina a-inibina em amostra de Carcinoma de células
escamosas moderadamente diferenciado (CCEM), representando as células com fendtipo
diferenciado (FD) e indiferenciado (FI), utilizando-se a técnica de Imunohistoquimica. As
figuras A, B e C (aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente), representam a
Imunomarcagdo para a-inibina no nucleo e no citoplasma de células escamosas com FD:
Observar a presenca de massa tumoral no estroma do tecido cervical formada por células com
nucleos de diferentes tamanhos, por vezes irregulares e com citoplasma amplo. Marcacao
nuclear de forte intensidade (setas pretas). O citoplasma das células apresenta marcagao
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moderada de coloragdo marrom, em todas as células atipicas. As figuras E, F e G (aumentos de
100X, 200X e 400X respectivamente), representam a Imunomarcagao para a-inibina no ntcleo
e no citoplasma de células escamosas com FI: Observar a presenca de massa tumoral no
estroma do tecido cervical formada por células com nucleos de tamanhos regulares e com
escassez de citoplasma. Marcacdo nuclear de intensidade fraca /moderada (seta vermelha). O
citoplasma escasso das células apresenta marcagdo moderada de coloragdo marrom em todas as
células atipicas. As figuras D e H (aumento de200X) sdo controles negativos da reacdo de
imunohistoquimica, obtidos pela omissao do anticorpo primario.

Os resultados de marcagao para a-Inibina obtidos nas células com fendtipo diferenciado
e indiferenciado nas amostras de CCEP avaliadas estdo apresentados na Tabela 3.

Com relagao a porcentagem de células marcadas verificou-se que ambos os fenotipos
FD (58%) e FI (50%) apresentaram propor¢ao equivalente de niicleos marcados com o Score 4
(marcacdo acima de 75% das células tumorais). Houve maior porcentagem de amostras de
CCEP que apresentaram Score 4 de marcagao citoplasmatica (75% para o FD e 58% para o FI).
Especialmente no FD, a marcagao citoplasmatica foi maior (75%) do que a nuclear (58%).

Em relagdo ao parametro intensidade de marcagdo, observamos uma redugdo no nimero
de amostras de CCEP com indice de marcagdo 2 (moderado) e 3 (forte), na subpopulacdo com
FD. Verificamos um aumento da intensidade de marcacgdo para a-inibina em células do fenotipo
indiferenciado (FI) no CCEP, com 34% e 50% das células exibindo Scores 2 e 3 de marcacdo
nuclear e citoplasmatica (Tabela 3), em compara¢do a intensidade nuclear (30%) e
citoplasmatica (29%) apresentadas por células com FI no CCEM (Tabela 2).

Curiosamente, células tumorais com FD apresentaram menor porcentagem de marcacao
nuclear e citoplasmatica com Scores 2 e 3 (42% e 34%, respectivamente; Tabela 3), no CCEP

do que células com FD no CCEM (nuclear 75%, citoplasmatica 41%; Tabela 2).
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Tabela 3: Resultados dos parametros analisados na Imunohistoquimica para
a-Inibina em amostras de CCEP (N=12)

LOCAL DA
PARAMETROS MARCAGAO POR FENOTIPO chRE Sccl’RE SC(ZJRE SC(;RE SCZRE
CELULAR
FD 3(26%)  1(8%) 1(8%) 0(0%)  7(58%)
NUCLEO
FI 5(42%) 0(0%) 0(0%) 1(8%) 6(50%)
% DE
MARCACAO
FD 3(26% 0(0%) 0(0%) 0(0%) 9(75%)
CITOPLASMA
FI 5(42%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 7(58%)
FD 3(26%) 3(26%) 5(42%) 0(0%) 1(8%)
NUCLEO
FI 5(42%) 0(0%) 2(17%) 2(17%) 3(26%)
INTENSIDADE
DE MARCACAO
FD 3(26%) 5(42) 2(17%) 2(17%)  0(0%)
CITOPLASMA
FI 5(42%) 1(8%) 4(33%) 2(17%) 0(0%)

Legenda: %Células marcadas de acordo com os Scores: 0 = sem marcacdo; 1 = marcagdo
em até 25%; 2 = marcagdo entre 26 ¢ 50%; 3 = marcacao entre 51 a 75%; 4 = marcagdo acima
de 75%. Intensidade de marcacao observada de acordo com os Scores: 0 = auséncia de
marcacdo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 = forte; 4 = muito forte. FD = fenotipo diferenciado; FI
= fen6tipo indiferenciado.

A Figura 10 exibe fotomicrografias obtidas de amostra de cancer com diagndstico
histologico de CCEP, onde ¢ possivel observar células com fenotipo diferenciado e
indiferenciado, com marcagao marrom pelo cromoégeno Diaminobenzidina (DAB) no nucleo e

no citoplasma.
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Figura 10: Imunomarcacio da proteina o-inibina em amostra de Carcinoma de células
escamosas pouco diferenciado (CCEP), representando as células com fenétipo
diferenciado (FD) e indiferenciado (FI), utilizando-se a técnica de Imunohistoquimica. As
figuras A, B e C, nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente, representam a
imunomarcagdo para a-inibina no nucleo e no citoplasma de células escamosas com FD:
observar a presenca de massa tumoral no estroma do tecido cervical formada por células com
nucleos de diferentes tamanhos, eventualmente irregulares e com citoplasma amplo. Observa-
se grande numero de células marcadas no citoplasma com intensidade moderada (seta
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vermelha). Marcacdo nuclear ¢ observada nesta imagem em poucas células, com intensidade
fraca/moderada (setas azuis). H4 um predominio de nticleos sem marcagao (setas verdes). As
figuras D, E e F nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente, representam a
Imunomarcagdo para a-inibina no nucleo e no citoplasma de células escamosas com FI:
Observar a presenca de massa tumoral no estroma do tecido cervical formada por células com
nucleos de tamanhos regulares com escassez de citoplasma. O citoplasma das células apresenta
marcagdo moderada/forte de coloragdo marrom em todas as células atipicas. Verifica-se
marcacao nuclear de intensidade moderada/forte (setas roxas). As figuras G e H (aumento de
200X) sdo controles negativos da reagdo de imunohistoquimica, obtidas pela omissdo do
anticorpo primario.

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos pelas analises estatisticas utilizando-se um
método ndo paramétrico (Mann Whitney test- mediana com intervalo interquartil). Foram
realizadas comparagdes entre a porcentagem de células marcadas no nucleo e citoplasma, nos
casos de CCEM e CCEP, considerando os fenotipos diferenciado (FD) e indiferenciado (FI).
Foi observado significancia estatistica nos casos de CCEM, onde houve uma maior
porcentagem de células com fendtipo diferenciado (FD) com marcagdo no citoplasma, em
comparacdo com as de fenotipo indiferenciado (FI) (p<0,05). As mesmas andlises
anteriormente citadas, foram realizadas para o parametro intensidade de marcagdao. Nao foi

observado significancia estatistica entre elas.
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Figura 11: Analises estatisticas (Teste t -Mann- Whitney com mediana) da imunomarcaciao
da proteina o-inibina. Em amostras de Carcinoma de células escamosas moderadamente e
pouco diferenciado, foram comparadas a porcentagem de imunomarcacao ¢ a intensidade nas
células de fenotipo diferenciado com aqueles de fendtipo indiferenciado. Observou-se
significancia estatistica na porcentagem de imunomarcagao citoplasmatica no CCEM, nas
células de fenotipo diferenciado em relagdo ao fendtipo indiferenciado (p< 0,05) (11B).
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A Figura 12 apresenta os dados referentes a andlise comparativa da intensidade de
imunomarca¢do nuclear nas células de fenotipo diferenciado (12A) e indiferenciado (12B) no
CCEM em relagao ao CCEP. por método nao paramétrico (Mann Whitney test- mediana com
intervalo interquartil). Verificou-se que houve redug¢ao do Score da intensidade de marcagdo
nuclear nas células de FD no CCEP, quando comparado as células FD do CCEM (12A)
(p<0,05). Nao foi encontrada significancia estatistica na intensidade de marcacao nuclear de

células tumorais de fenétipo FI entre amostras de CCEM e CCEP (12B).
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Figura 12: Analises estatisticas (Teste t -Mann- Whitney com mediana) da imunomarcaciao
nuclear da proteina co-inibina nas células FD em CCEM e CCEP. Comparagdao da
intensidade de imunomarcagdo nuclear nas células de fenotipo diferenciado e indiferenciado,
em amostras de carcinoma de células escamosas moderadamente e pouco diferenciado.
Observou-se significancia estatistica na analise referente as células de fendtipo diferenciado
(p<0,05); (12A).

5.3- ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA PARA SUBUNIDADE BA NAS AMOSTRAS DE
CARCINOMA CERVICAL ESCAMOSO

BA é altamente expresso no citoplasma de células com fenotipo mais diferenciado

Assim como observado para a imunomarcacdo de a- inibina, foi possivel visualizar a
presenca de areas de tecido cervical escamoso normal, livres de lesdo. Tais areas foram
utilizadas como “grupo controle interno” de estudo para BA, permitindo-nos analisar o perfil

de expressao da proteina no tecido cervical normal. Observou-se forte marcagdo para BA no
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nucleo e no citoplasma das células no ter¢o basal do epitélio escamoso, enquanto no ter¢o

intermediario do tecido a marcagdo ¢ apenas citoplasmatica, e de baixa intensidade (Figura 13).

Figura 13: Imunomarcac¢io da proteina A em areas de epitélio cervical ndo alterado. Em
A (200X) e B (400X), observa-se marcagao para BA no nucleo (seta preta) e citoplasma das
células basais normais de forte intensidade. No estrato espinhoso (terco intermediario) além de
observa-se apenas marcagao citoplasmatica de intensidade fraca (seta vermelha).

Para as andlises de imunomarcacdo para a proteina BA foram usados os mesmos
parametros descritos para a a-inibina. As andlises foram realizadas nas células de fenotipos
diferenciado e indiferenciado separadamente, de acordo com o grau de diferencia¢ao do tumor,

como mostrado as Tabelas 4 € 5.

Tabela 4: Resultados dos parametros analisados na Imunohistoquimica para
PA em amostras de CCEM (N=17)

LOCAL DA
PARAMETROS MARCACAO POR FENOTIPO SCgRE schE scng SCgRE SCZRE
CELULAR
FD 1(6%) 8(47%) 1(6%) 3(18%)  4(24%)
NUCLEO
FI 7(41%)  0(0%)  4(24%) 2(12%)  4(24%)
% DE
MARCACAO
FD 0(0%)  0(0%)  1(6%) 2(12%) 13(76%)
CITOPLASMA
FI 6(35%) 0(0%)  1(6%)  0(0%)  10(59%)
INTENSIDADE
DE NUCLEO FD 1(6%)  9(53%) 2(12%) 4(24%)  1(6%)
MARCACAO
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FI 7(41%)  2(12%) 4(24%)  1(6%)  3(18%)

FD 0(0%)  1(6%) 10(59%  4(24%)  2(12%)
CITOPLASMA

FI 6(35%) 4(24%) 3(18%) 1(6%)  3(18%)

Legenda: %Células marcadas de acordo com os Scores 0 = sem marcagdo; 1 = marcagdo
em até 25%; 2 = marcagdo entre 26 ¢ 50%; 3 = marcacdo entre 51 a 75%; 4 = marcagdo acima
de 75%. Intensidade de marcacao observada de acordo com os Scores: 0 = auséncia de
marcacdo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 = forte; 4 = muito forte. FD = fenotipo diferenciado; FI
= fenétipo indiferenciado.

A Tabela 4 apresenta os dados do padrao de marcagao para BA obtidos nos casos de
CCEM. Em relagdo a porcentagem de células marcadas, existe uma evidente prevaléncia de
células com FD em amostras de CCEM (17; 76% dos casos) apresentando marcacao
citoplasmatica em acima de 75% das células atipicas. Destaca-se ainda que nao foi observado
nenhum caso onde a porcentagem de marcacdo citoplasmatica fosse inferior a 25% de células.
Da mesma forma, observou-se elevado numero de amostras de CCEM (59%) apresentando
maior Score (4) de marcacao citoplasmatica em células com fenotipo indiferenciado (FI). Por
sua vez houve redu¢do do Score de marcagao no nucleo das células com fenétipo diferenciado
com predominio de marcacdo no Score 1 (correspondente a 25% de marcacdo). Tal reducdo
também foi observada nas células com FI, onde grande ntimero de amostras nao exibiu

marcagao nuclear de BA (41% dos casos).

Com relacdo a intensidade podemos observar que 14 (de 17) amostras apresentaram
uma intensidade de marcagdo entre moderada a forte no citoplasma das células com fenotipo
diferenciado, o que corresponde a 83% dos casos de CCEM. Em contraste, a marcacao
citoplasmatica fraca ou ausente em células com FI foi observada em quase 60% (10/17) das
amostras de CCEM. Baixa intensidade de marcacao nuclear para A também foi verificada
tanto em células tumorais com fenotipo diferenciado (10/17; 59%) quanto indiferenciado

(9/11;53%)

Na Figura 14 sdo apresentadas as fotomicrografias de uma amostra diagnosticada como
CCEM, onde ¢ possivel observar os ninhos de massa tumoral formado por células de fendtipo
diferenciado e indiferenciado, com padrdes distintos de marcacdo para BA de cor marrom pelo

cromdgeno Diaminobenzidina (DAB), no nticleo e no citoplasma. Observa-se nas células com
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fendtipo diferenciado marcacdo no citoplasma, de intensidade moderada, além de muitos
nucleos sem marcagdo (14C setas pretas). Nas células com fendtipo indiferenciado observa-se
marcacao citoplasmatica mais evidente do que a nuclear, e de intensidade moderada (14G setas

vermelhas). No entanto ha um predominio de ntcleos sem marcagao (14G setas azuis).
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Figura 14: Imunomarcacio da proteina BA em amostra de Carcinoma de células
escamosas moderadamente diferenciado (CCEM), representando as células com fenétipo
diferenciado (FD) e indiferenciado (FI), utilizando-se a técnica de Imunohistoquimica. As
figuras A, B e C, nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente, representam a
Imunomarcagao para fA no nucleo e no citoplasma das células com fendtipo diferenciado (FD).
Observa-se a presenga de massa tumoral no estroma do tecido cervical formada por células com
nucleos de diferentes tamanhos, algumas vezes irregulares e com citoplasma amplo. Pode-se
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observar um nimero grande de nicleos sem marcagdo (setas pretas), além de alguns outros
marcados com intensidade moderada /forte (setas verdes). As figuras E, F e G representam a
Imunomarcagdo para BA, no nicleo e no citoplasma das células com fendtipo indiferenciado
(FI) nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente. Nessa grande populacao de células,
observa-se marcacdo evidente de intensidade moderada, no citoplasma de todas as células
tumorais (setas vermelhas), enquanto muitos nucleos ndo mostram marcagdo para BA (setas
azuis). As figuras D e H (200X) representam os controles negativos da reacdo de
imunohistoquimica, obtidos pela omissao do anticorpo primario.

A Tabela 5 mostra os dados relacionados a marcacao de BA em amostras de CCEP,

considerando-se as duas subpopulacdes de células tumorais FD e FI.

Tabela 5: Resultados dos parametros analisados no teste Imunohistoquimico para
BA em CCEP (N=12)

PARAMENTROS LOCAL D:A MARCACAO POR | SCORE SCORE SCORE SCORE SCORE
FENOTIPO CELULAR 0 1 2 3 4
FD 3(26%) 2(17%) 3(26%) 0(0%) 4(33%)
NUCLEO
FI 5(42%) 0(0%) 1(8%) 1(8%) 5(42%)
% DE
MARCACAO
FD 3(26%) 0(0%) 0(0%) 1(8%) 8(67%)
CITOPLASMA
FI 5(42%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  7(58%)
FD 3(26%) 4(33%) 3(26%) 2(17%) 0(0%)
NUCLEO
FI 5(42%) 0(0%) 3(26%) 2(17%) 2(17%)
INTENSIDADE
MARCACAO
FD 3(26%) 2(17%) 1(8%)  4(33%) 2(17%)
CITOPLASMA
FI 5(42%) 0(0%) 3(26%) 2(17%) 2(17%)

Legenda: %Células marcadas de acordo com os Scores 0 = sem marcacao; 1 = marcagdo
em até 25%; 2 = marcagdo entre 26 e 50%; 3 = marcacdo entre 51 a 75%; 4 = marcagdo acima
de 75%. Intensidade de marcaciao observada de acordo com os Scores: 0 = auséncia de
marcagdo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 = forte; 4 = muito forte. FD = fen6tipo diferenciado; FI
= fen6tipo indiferenciado.
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Em relagdo a porcentagem de marcacdo para BA verificou-se prevaléncia de células com
fenotipo diferenciado (FD) nas amostras de CCEP com maior Score de marcagao citoplasmatica
(4), observado em 67% (8/12) das amostras. De forma semelhante, grande numero de amostras
de CCEP (58%; 7/12) apresentou Score maximo de marcacao citoplasmatica (4) nas populagdes
de células tumorais imaturas (com FI). Contudo, a porcentagem de marcagado nuclear de células
com FD (42%; 5/12) e FI (43%; 5/12) apresentou Scores de 0 a 1 (Tabela 5).

Quanto a intensidade de marcagdo nuclear e citoplasmatica das células tumorais com
fenotipo FD e FI, destaca-se o grande nimero de amostras que apresentou marcagao
citoplasmatica forte /muito forte (Scores 3 e 4) de células com FD (50%; 6/12). Porém houve
predominio de auséncia ou de fraca marcacdo nuclear de BA em células com FD (59%; 7/12) e
FI (42%; 5/12).

A Figura 15 exibe micrografias obtidas de uma amostra com diagnostico histologico de
CCEP, onde ¢ possivel observar células com fendtipo diferenciado e indiferenciado com
marcagdo marrom pelo cromégeno Diaminobenzidina (DAB) no nucleo e no citoplasma.
Verifica-se nas células com fendtipo diferenciado marca¢do no citoplasma, de intensidade
moderada (15B setas laranjas), além de muitos nucleos sem marcagado (15C setas verdes). Nas
células com fenotipo indiferenciado observa-se em geral marcacdo citoplasmatica mais
evidente do que a nuclear, com intensidade varidvel. No entanto ha predominio de nucleos sem
marcagdo. Nessa amostra de CCEP, hd moderada marcacdo citoplasmatica (15F setas

vermelhas) e auséncia de marcagdo nuclear (15F setas roxas).
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Figura 15: Imunomarcacio da proteina BA em amostra de carcinoma de células
escamosas pouco diferenciado (CCEP), representando as células com fenétipo
diferenciado (FD) e indiferenciado (FI), utilizando-se a técnica de Imunohistoquimica. As
figuras A, B e C, nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente, representam a
Imunomarcagao para BA no nucleo e no citoplasma das células com fenétipo diferenciado (FD).
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Observa-se a presenca de massa tumoral no estroma do tecido cervical formada por células da
com nucleos de diferentes tamanhos, as vezes irregulares e com citoplasma amplo. Pode-se
observar um numero grande de nucleos sem marcagdo (setas verdes), além de alguns outros
marcados com intensidade moderada (setas laranja). As figuras E, F ¢ G representam a
Imunomarcagao para BA, no nucleo e no citoplasma das células com fenotipo indiferenciado
(FI) nos aumentos de 100X, 200X e 400X, respectivamente. Nessa grande populacao de células,
observa-se marcacdo evidente de intensidade moderada, no citoplasma de todas as células
tumorais (seta vermelha), enquanto muitos nicleos ndo mostram marcacao para PA (setas
roxas). As figuras G ¢ H (200X) sdo controles negativos da reacdo de Imunohistoquimica,
obtidas pela omissao do anticorpo primario.

Os resultados de dados ndo paramétricos obtidos pelo Mann Whitney test- mediana com
intervalo interquartil, estdo representadas na Figura 16. Foram realizadas comparagdes entre a
porcentagem de células marcadas no nucleo e no citoplasma, nos casos de CCEM e CCEP,
considerando os fendtipos diferenciado (FD) e indiferenciado (FI). Nao foi observada
significancia estatistica nestas analises (Figuras 16A-D). Quando comparamos o pardmetro
intensidade de marcag¢do nuclear (16E e F) e citoplasmatica (16G e H) nas células de FD e FI,
nos casos de CCEM e no CCEP, observamos que houve significincia estatistica para a
intensidade de marcagao citoplasmatica, nos casos de CCEM, entre os dois fendtipos analisados
(16G); (p<0,05). Nao foi observado significancia estatistica para a intensidade de marcagao

citoplasmatica nos fenotipos FD e FI nas amostras de CCEP (16H).
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Figura 16: Analises estatisticas (Mann Whitney test- mediana) da imunomarcacio da
proteina BA nas células com fenotipos FD e FI. Comparagdo entre a porcentagem € a
intensidade de marcacao nuclear e citoplasmatica nas células com fenotipo diferenciado e
indiferenciado, nos casos de CCEM (16 A, C, E, G) ¢ CCEP (16B, D, F, H). Foi observada
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significancia estatistica nos casos de CCEM quando a comparamos a intensidade de marcacao
citoplasmatica entre os fenotipos FD e FI (p< 0,05) (16G).

Na Figura 17, podemos observar os dados referentes a andlise comparativa da
intensidade de imunomarcagao nuclear nas células de fenotipo diferenciado (A) e de fendtipo
indiferenciado (B) no CCEM em relagao ao CCEP. Verificou-se que ndo houve significancia

estatistica nestas analises.
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Figura 17: Analises estatisticas (Mann Whitney test- mediana) da imunomarcacio da
proteina BA nas células FD em CCEM e CCEP. Comparacio da intensidade de
imunomarcagdo nuclear nas células de fendtipo diferenciado (FD) e indiferenciado (FI), em
amostras de carcinoma CCEM e CCEP. Nao foi verificada significancia estatistica nas analises
realizadas.

5.4- ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DA PROTEINA MCM7 NAS AMOSTRAS DE
CARCINOMA CERVICAL ESCAMOSO

5.4.1- MARCACAO POR MCM7 E SUA ASSOCIACAO COM O PROGNOSTICO DAS
PACIENTES

Marcacao nuclear para MCM7 demonstrou associacdo direta com os fatores clinicos

de prognostico

Para composi¢do do grupo amostral que seria submetido a avaliagdo do perfil de

expressdo da proteina MCM?7 (N=59), as amostras de cancer foram obtidas em dois momentos
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diferentes. Na primeira fase os laudos foram emitidos de janeiro de 2008 a dezembro de 2011
(n=33). Na segunda fase, os laudos correspondiam ao periodo de abril de 2019 a janeiro de
2021 (n=26), sendo numerados 59 casos. Desses, um caso foi excluido por se tratar de
Carcinoma de tuba uterina. Devido a problemas pré-analiticos processuais, que interferem na
reacdo de Imunohistoquimica, em 1 amostra ndo foi possivel realizar a analise, uma vez que os
cortes sempre soltavam da lamina no decorrer da etapa de reativacdo a 100°C. Dessa forma, 57
amostras de CCE foram analisadas para MCM7.

Assim como nas amostras estudadas para as proteinas o-Inibina e A, ao iniciarmos a
fase de interpretacdo das marcagdes enzimaticas, verificamos que em algumas amostras de CCE
(12) era possivel observar a presenca de areas de tecido cervical escamoso normal, livres de
lesdo. Essas regides geraram nosso grupo de controle interno do estudo. Observou-se marcagao
para MCM7 no nucleo das células basais e parabasais normais, de forte intensidade (Figura 18,

setas pretas).

Figura 18: Imunomarcacio para a proteina MCM?7 em areas de epitélio cervical niao
alterado. Em A (200X) ¢ B (400X) observa-se marcagdo com MCM7 no nucleo das células
basais e parabasais normais (setas pretas), de forte intensidade, além de leve marcagdo nuclear
em raros nucleos das células do estrato espinhoso (setas verdes).
Como ja descrito, a quantificagdo da imunorreatividade para MCM?7 nas células

com alteragao morfoldgica, que exibiam marcagao nuclear, foi realizada apds digitalizagao das
amostras, por analise morfométrica. Foram contados, em 5 campos constituidos por tecido
tumoral, cujas areas mediam entre 50.000 a 60.000 micrometros, todas as células marcadas e
nao marcadas, no aumento de 400X. Essas contagens foram catalogadas e por fim obteve-se a
média da contagem de células marcadas de cada uma das amostras, como demonstrada na
Tabela 6. O perfil de distribuicdo das células, obtido por analise morfométrica, mostra que a
média do numero de células contadas (nos 5 campos de cada amostra) variou de 49 a 199

células, o que por sua vez corresponde ao valor médio de 118 + 38 células, por amostra. A
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porcentagem de células marcadas variou de 79,86% a 100%, o que corresponde a um média de
95,9% =+ 4,74%. Dentre todos os 57 casos, observa-se que 31 exibiram elevado percentual de
marcagao entre (98% e 100%), o que corresponde a 54% dos casos de CCE.

Para avaliagdo do parametro intensidade de imunomarcagdo, as analises foram
realizadas nas proprias laminas, por Microscopia Optica, por meio das objetivas de 10X, para
obter uma visdo mais global da amostra, e depois confirmada em 5 campos, utilizando-se
objetiva de 40X. Foram definidos cinco Scores de intensidade de marcacao conforme descrito
na Se¢ao de Metodologia: 0= sem marcagao; 1= fraca intensidade; 2= moderada; 3= forte; 4=
muito forte.

O perfil de distribuicdo desses dados mostra que ndo houve nenhum caso de CCE que
nao apresentasse marcagao, ou que esta fosse de fraca intensidade. Verificou-se predominio de
intensidade forte a muito forte (43 de 57 casos) o que correspondeu a 75,4% das amostras de

CCE. Todos os dados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados da analise morfométrica da Imunohistoquimica para MCM7
realizada nas amostras de CCE pouco e moderadamente diferenciado

Nimero  més/ano Totalde  Total de % Total de % Intensidade  Grau
do caso do células células células da do
diagndstico contadas marcadas néo marcagdo  tumor
marcadas (Score)
6 05/10 93 87 92,70% 7 7,30% 3 1
8 03/11 57 55 97,48% 2 2,52% 4 1
9 07/10 89 75 83,36% 15 16,64% 2 1
11 06/11 68 65 94,77% 4 5,23% 2 1
13 06/11 128 107 82,94% 21 16,66% 3 1
16 05/11 49 45 93,38% 3 6,62% 4 1
19 03/11 84 72 86,40% 11 13,60% 3 1
21 07/10 66 59 89,72% 7 10,28% 2 1
25 04/12 181 178 98,58% 3 1,42% 4 1
29 07/11 115 115 99,80% 0 0,20% 4 1
30 01/11 125 118 94,30% 7 5,70% 3 1
31 10/11 126 126 99,40% 1 0,60% 4 1
32 01/11 51 48 93,52% 3 6,48% 4 1
34 07/19 133 131 98,80% 1 1,20% 3 1
35 01/20 151 144 95,00% 7 5,00% 3 1
36 04/20 112 112 100,00% 0 0,00% 3 1
40 05/19 112 112 100,00% 0 0,00% 3 1
44 06/20 163 155 96,00% 7 4,00% 4 1
47 05/19 144 143 99,40% 1 0,60% 3 1
55 08/19 94 94 100,00% 0 0,00% 4 1
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1 02/11 104 91 87,50% 13 12,50% 3 2
2 01/08 167 161 96,00% 7 4,00% 4 2
3 05/09 75 70 93,00% 6 7,00% 4 2
4 07/09 133 122 91,62% 11 8,38% 3 2
5 07/09 111 107 96,40% 4 3,60% 4 2
V4 09/10 158 158 100,00% 0 0,00% 4 2
10 03/11 123 119 96,10% 5 3,90% 2 2
12 09/11 95 90 95,46% 4 4,54% 3 2
15 05/11 83 75 89,78% 8 10,22% 2 2
17 07/08 52 41 79,86% 10 20,12% 2 2
18 06/09 60 59 97,30% 2 2,70% 3 2
20 02/11 143 135 94,84% 8 5,16% 3 2
22 09/11 146 144 98,72% 2 1,28% 2 2
23 07/08 109 106 96,64% 4 3,36% 4 2
24 07/09 137 133 97,18% 4 2,82% 3 2
26 12/12 193 184 95,00% 9 5,00% 4 2
28 12/11 199 197 98,92% 2 1,08% 4 2
33 06/10 92 92 100,00% 0 0,00% 4 2
37 07/19 109 109 100,00% 0 0,00% 4 2
38 01/21 81 80 98,86% 1 1,14% 2 2
39 12/19 112 112 100,00% 0 0,00% 4 2
41 05/19 83 77 92,76% 6 7,24% 4 2
42 04/19 130 128 98,20% 2 1,80% 2 2
43 10/20 86 86 99,60% 0 0,40% 3 2
45 05/19 186 186 100,00% 0 0,00% 3 2
46 05/20 119 116 96,28% 2 3,72% 3 2
48 02/20 120 120 99,60% 0 0,40% 2 2
49 01/20 134 132 98,50% 2 1,50% 2 2
50 30/20 177 177 100,00% 0 0,00% 4 2
51 10/20 104 104 99,40% 1 0,60% 2 2
52 07/19 134 131 97,00% 3 3,00% 2 2
53 03/19 82 82 100,00% 0 0,00% 4 2
54 08/19 123 123 100,00% 0 0,00% 5 2
56 08/20 147 145 98,50% 2 1,50% 2 2
57 03/19 137 128 93,08% 9 6,92% 3 2
58 02/20 183 183 100,00% 0 0,00% 3 2
59 01/21 159 159 100,00% 0 0,00% 4 2

Legenda: grau 1= carcinoma pouco diferenciado; grau 2= carcinoma moderadamente
diferenciado

A Figura 19 exibe fotomicrografias obtidas de amostras com diagnostico histologico de
CCEM e CCEP, onde ¢ possivel observar marcagao exclusivamente nuclear para MCM?7,

evidenciada com marca¢do marrom pelo cromoégeno Diaminobenzidina (DAB).
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Figura 19: Imunomarcacio da proteina MCM7 em amostras com diagnostico de
carcinoma de células escamosas moderadamente e pouco diferenciado, utilizando-se a
técnica de Imunohistoquimica. A Imunomarcacao para MCM?7 ¢ observada nos nucleos das
células epiteliais. As figuras A, B e C correspondem as imagens obtidas de CCE
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moderadamente diferenciado nos aumentos de 100X, 200X e 400X respectivamente. Observar
a presenca de massas tumorais que invadiram o estroma do tecido cervical (A, B) formadas por
células de origem epitelial com diferentes graus de atipias, com nucleos de formato irregular e
tamanhos variados e com citoplasma amplo (setas pretas). Ainda ¢ possivel visualizar algumas
cé¢lulas com auséncia de marcagdo (setas vermelhas). As imagens (E, F e G) aumentos de
(100X, 200X e 400X respectivamente) foram obtidas de CCE pouco diferenciado. Observar a
presenca de massas tumorais que invadiram o estroma cervical formadas por células epiteliais
com caracteristica de imaturidade, com nucleos pequenos de forma e tamanho regulares. As
imagens (D e H) correspondem aos respectivos controles negativos da reacdo de
Imunohistoquimica, em amostras de CCEM e CCEP, obtidas pela omissao do anticorpo
primario.

5.4.2- DADOS CLINICOS DAS PACIENTES E ANALISE DO PROGNOSTICO

O perfil epidemioldgico das 57 pacientes revelou que as idades das participantes do
estudo variaram de 25 a 92 anos (média de 48,4 + 14,5 anos). A faixa etaria predominante desse

grupo foi de 40 a 45 anos o que corresponde a 19 pacientes (33,3%).

Tabela 7- Faixa etaria das pacientes distribuidas de acordo com as Diretrizes de
Rastreamento para o Carcinoma de Colo Uterino estabelecidas pelo Ministério da Satide
(INCA, 2016)

IDADE n %
<25 anos 0 0
25 a 65 anos 50 88
>65 anos 7 12

Com relagdo ao grau de diferenciacdo dos carcinomas, das 57 amostras analisadas, 20
foram classificados como pouco diferenciado (CCEP), que correspondiam a 35% das amostras,
enquanto 37 foram classificados como moderadamente diferenciado (CCEM), correspondendo
a 65% dos casos. Com o objetivo de investigar a associagdo entre o grau de diferenciagcdo dos
tumores e a porcentagem de células marcadas para MCM7, realizamos o Mann Whitney test-

mediana com intervalo interquartil, ndo sendo observada significancia estatistica (Figura 20).
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Figura 20: Comparacio entre porcentagem de marcacio para MCM7 e o grau de
diferenciacio da lesdo: Observa-se distribui¢do dos valores de porcentagem de marcagao sem
significancia estatistica entre os dois diferentes graus de diferenciacdo dos tumores (Mann
Whitney test- mediana com intervalo interquartil).

Com o objetivo de investigar a associag@o entre a porcentagem de células marcadas por
MCM7 e a profundidade da lesdo foi realizada a medida da profundidade das lesdes nas 57
amostras de CCE, que variou de Imm a 25mm (Média 7,2 + 5,25). Destaca-se que nas bidpsias
excisionais, a medida foi realizada na maior area de lesdo presente na amostra. A analise de
Correlagdo de Sperman ndo demonstrou significancia estatistica entre a medida da

profundidade da lesdo e a porcentagem de marcagdo para MCM7. Os dados estdo representados

na Figura 21.
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Figura 21:- Correlaciao da porcentagem de marcacio para MCM7 com a profundidade
da lesdo: Apods a avaliacdo da profundidade nas 58 amostras, ndo foi observada correlagao
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estatistica entre a profundidade da lesdo e a marcagdo par a MCM?7 (r= 0,03) ; (Teste de
Sperman).

Com o objetivo de investigar a associagdo entre a porcentagem de células marcadas e o
grau de estadiamento de FIGO dos tumores foi realizado o teste estatistico One way Anova
(Kruskal-Wallis test mediana com intervalo interquartil). No caso do estadiamento de FIGO,
foi possivel recuperar as informagdes em 30 prontuarios. O grau de classificagdao variou de 1A 1

aIVA2. A tabela 8 mostra a distribui¢ao das pacientes entre os graus [ a IV.

Tabela 8- Distribui¢do das pacientes de acordo com o estadio de Classifica¢do da FIGO

FIGO n %
IA1 2 6,7
IA2 1 3,3

1B 1 3,3
IB1 9 30
1B2 2 6,7
1IB 2 6,7
IIIA 1 3,3
I11B 5 16,7
IVA 7 23,3

TOTAL 30 100

Observou-se maior porcentagem de casos de céancer cervical no estadio IB1(30%).
Entretanto, 23% das pacientes ja foram diagnosticadas no estadio IV, considerado de pior
prognostico. Foi observada significancia estatistica nas distribui¢des de casos dos referidos
grupos (p<0,05). E possivel observar que nas pacientes com estadio IV de CCE, a porcentagem
de marcagdo de 6 dos 7 casos foi de 100%. O teste de multiplas comparacdes demonstrou que

a diferenca foi significativa entre os graus I e IV, com valor de p=0,02 (Figura 22).
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Figura 22:- Porcentagem de marcac¢io para MCM?7 de acordo com o grau de classificacdo
da FIGO: Observa-se no estadio IV da FIGO grande concentragao de casos de CCE com
percentual de marcagdo de 100% das células tumorais. Destaca-se ainda o estadio I, que mostra
uma distribui¢do variavel desses percentuais. O teste de multiplas comparagdes demonstrou

diferenca significativa entre os graus I e IV(p=0,02) (Teste One WayAnova - Kruskal-Wallis
test- mediana)

Com o objetivo de investigar a possivel associacdo existente entre a porcentagem de
células marcadas por MCM7 e a invasdo de linfonodos foi realizado o Mann-Whitney test-
mediana com intervalo interquartil. Foi possivel recuperar essa informagdo em 41 prontuérios.
A invasao linfonodal foi observada em 12 amostras, correspondendo a 29% dos casos. O teste
demonstrou que nas pacientes onde houve invasdo de células tumorais nos linfonodos,
observou-se porcentagem de marcacdo por MCM?7 superior a 95%, enquanto naquelas onde a
invasdo nao foi observada, houve maior distribuicdo das porcentagens de marcagdo. Dessa

forma foi observada significancia estatistica com p=0,008. (Figura 23).
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Figura 23:- Porcentagem de marcacio para MCM?7 e a presenca de invasio linfonodal:
Observa-se nos casos que evoluiram a obito, um predominio de amostras de CCE com
porcentagem de marcagdo de 100% das células tumorais, enquanto nas demais pacientes a
distribuicao das porcentagens mostrou grande variagdo nos percentuais (p<0,05); (Teste t.
Mann-Whitney mediana com intervalo interquartil).

Com o objetivo de investigar a associacao entre a porcentagem de células marcadas e a
presenca de Metastase direta e/ou a distancia, foi realizado Mann-Whitney test- mediana com
intervalo interquartil. A Tabela 9 apresenta os tipos de metéastase encontradas assim como a
indicacdo dos 6rgdos afetados. Destaca-se que a Metastase direta ¢ aquela onde acontece a
invasdo de tecidos adjacentes ao tumor de origem. A Metastase a distancia, por sua vez,
caracteriza-se pela invasao das células tumorais em orgaos distantes o tumor primario. Dos 19
casos onde foi observada a presenca de Metastase, 7 apresentaram porcentagem de marcagao
por MCM?7 de 100% das células tumorais (37%). Ainda nesse grupo de pacientes, ndo foi
observada nenhum caso com marcagao inferior a 95%. Nos casos sem ocorréncia de Metastase,
observou-se maior distribuicdo dos valores de porcentagem de marcagdo, que variou de 82 a
100%. Dessa forma observou-se significancia estatistica da porcentagem de marcacdo de

MCMY7 entre os casos com presenga e auséncia de Metastase (p< 0,05) (Figura 24).
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Tabela 9- Distribuicio das pacientes de acordo com a presenca de Metastase direta e a

distancia
Numero Metdstase Metdstase Invasdo Obito Localizagdo
do Caso (Extensdo (disténcia) Linfonodos
direta)

35 nao sim sim NI Pulmao

26 sim sim sim NI Pulmao

31 sim sim sim NI Pélvica, Renal

LY sim sim sim NI Vagina e pulmao

59 sim sim sim NI Pulm3o e Cérebro

43 sim sim sim Sim Vagina, Bexiga e

Reto

46 sim sim sim sim Vagina, Bexiga e
Pulmao

53 sim sim sim sim Bexiga, reto e
Intestino

33 sim sim sim sim Vagina, Intestino

50 sim sim sim sim Bexiga e Pulmao

37 sim sim sim sim Bexiga e Reto

40 sim sim sim nao Vagina, Pulmao e

Osso

20 sim nao nao NI Bexiga

5 sim nao nao NI Pélvica

54 sim nao nao NI Bexiga

23 sim nao nao NI Cupula vaginal

2 sim nao nao nao Bexiga

44 sim nao nao nao Pélvica

56 sim nao NI Bexiga

Legenda: NI= dados nio informados
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Figura 24:- Porcentagem de marcac¢io para MCM7 e a presenca de metastase direta e /ou
a distancia: Observa-se que nos casos de CCE onde houve metastase, ha um predominio da
porcentagem de marcagdo em 100% nas células tumorais, enquanto naqueles onde nao foi
observada a metéstase, a distribui¢ao do percentual de marcagao ¢ variavel. (p<0,05); (Mann-
Whitney test- mediana com intervalo interquartil.).

Com o objetivo de investigar a associacao entre a porcentagem de células marcadas e a
ocorréncia de 6bito em tempo inferior a 5 anos, realizamos também o teste de Mann-Whitney
test- mediana com intervalo interquartil. Foi possivel recuperar essa informagdo em 30
prontuarios (Tabela 10). Em 6 das 30 pacientes foi registrado 6bito em periodo inferior a 5 anos,
o que correspondeu a 20% dos casos, com tempo médio de 13,8 meses. Ainda foi possivel
estabelecer uma relacdo entre o 6bito e o estddio da doenga, de modo que 5 pacientes (83%) ja
apresentavam o estaddio IV no momento do diagnodstico. Observou-se ainda que, em 5 dessas
pacientes, a porcentagem de marcagdo para MCM7 predominante foi de 100%, o que revelou

significancia estatistica (p<0,05) (Figura 25).
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Tabela 10- Perfil dos casos de pacientes com CCE que apresentaram evoluc¢ao para o ébito

Numero do Data do % Data Tempo de
caso diagnostico  ldade  marcacido FIGO do sobrevivéncia
obito (meses)
43 10/2020 43 99,6 IVA 117202 9
1
46 05/2020 35 96,3 B  04/202 23
2
53 03/2019 46 100,0 IVA NI -
33 06/2010 68 100,0 IVA  07/201 25
2
50 03/2020 60 100,0 IVA  08/202 5
0
37 07/2019 27 100,0 IVA  02/202 7
0
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Figura 25:- Porcentagem de marcacio para MCM7 e a ocorréncia de 6bito em tempo
inferior a 5 anos: Observa-se predominio de 100% de marcagao em células tumorais nos casos
de 6bito em periodo inferior a Sanos. Ja nos casos sem ocorréncia de 6bito, a porcentagem de
marcagdo mostra variacdo nas porcentagens de marcagdo (p<0,05); (Mann-Whitney test-
mediana com intervalo interquartil)
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5.5.- ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DA PROTEINA pl6 e E7 do HPV NAS
AMOSTRAS DE CARCINOMA CERVICAL ESCAMOSO

Com o objetivo de investigar de forma indireta a presenca da infecdo pelo HPV nas
amostras de CCE, foi realizada Imunohistoquimica para p16. Em todas as amostras do estudo.
A imunomarcagdo de pl6 ¢ considerada positiva quando acontece de maneira difusa e
homogénea por toda a massa tumoral, como descrito na Se¢ao de Metodologia. Marcagdes
focais sdo consideradas negativas. Dos 58 casos de CCE, 7 (12%) foram negativos, enquanto
51 (88%) apresentaram resultado positivo para p16 (Figura 29A). A média da porcentagem de
marcagdo para MCM?7 nos casos pl6 negativo foi de 96,8%, enquanto que os casos pl6

positivo, apresentaram média de marcacao de 96,5%.

Tabela 11: Distribuicio dos casos pl6+ e pl6- nas amostras de CCE pouco e
moderadamente diferenciados

Idade % MCM7 pl6 Profundidade (mm) FIGO Grau
74 86,40% 0 4 1B 1
40 98,58% 0 1 NI 1
59 100,00% 0 6 NI 2
46 100,00% 0 5 IVA 2
41 100,00% 0 6 IVA 2
32 93,08% 0 8 NI 2
56 100,00% 0 2 NI 2
42 89,72% 1 25 IB2 1
62 99,80% 1 5 A2 1
60 94,30% 1 15 IB1 1
33 99,40% 1 5 1B 1
38 93,52% 1 3 IB 1
33 98,80% 1 15 NI 1
45 95,00% 1 15 NI 1
38 100,00% 1 25 NI 1
76 100,00% 1 5 1B 1
31 96,00% 1 7 IVA 1
92 99,40% 1 6 NI 1
72 100,00% 1 3 NI 1
46 87,50% 1 7 IB1 2
32 96,00% 1 4 1B 2
50 93,00% 1 3 NI 2
63 91,62% 1 3 NI 2
75 96,40% 1 3 1B 2
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53 100,00% 1 3 B 2
48 96,10% 1 14 1B1 2
32 95,46% 1 2 IB1 2
34 89,78% 1 15 B2 2
30 79,86% 1 15 NI 2
42 97,30% 1 3 1B 2
38 94,84% 1 5 IB1 2
57 98,72% 1 4 A1 2
52 96,64% 1 4 NI 2
37 97,18% 1 4 NI 2
70 95,00% 1 7 A 2
45 98,92% 1 5 NI 2
68 100,00% 1 9 IVA 2
27 100,00% 1 7 IVA 2
45 98,86% 1 8 IB1 2
53 92,76% 1 3 NI 2
63 98,20% 1 13 NI 2
43 99,60% 1 4 IVA 2
46 100,00% 1 1 IB1 2
35 96,28% 1 12 B 2
58 99,60% 1 15 NI 2
42 98,50% 1 15 A1 2
60 100,00% 1 4 IVA 2
55 99,40% 1 6 NI 2
40 97,00% 1 2 NI 2
36 98,50% 1 10 1B1 2
41 100,00% 1 4 1B 2

Legenda: NI= dados ndo informados. Grau de diferenciacdo: 1: CCE pouco diferenciado; 2:
CCE moderadamente diferenciado

O Mann-Whitney test- mediana com intervalo interquartil também foi realizado para
comparar as porcentagens de marcacdo de MCM7 entre os casos pl6+ e pl6-. Nao foi

observada significancia estatistica nessa analise (Figura 26).
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Figura 26:- Porcentagem de marca¢do para MCM7 e positividade de p16: O teste nao
mostrou significancia estatistica, porém percebe-se uma tendencia de 100% de marcagdo de

MCM7 em células tumorais nos casos com auséncia de marcagao para pl16 (Mann-Whitney test-
mediana com intervalo interquartil).

Em todos os casos de CCE onde a marcagao para pl6 foi negativo, realizamos analise

Imunohistoquimica para a proteina E7 do HPV, afim de confirmar a auséncia ou a presencga de

atividade do virus (Figura 27).
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Figura 27: Imunomarcac¢ao das proteinas p16 e E7 do HPV em amostra de carcinoma de
células escamosas utilizando-se a técnica de Imunohistoquimica (400X): A
:Imunomarcac¢ao positiva para pl6 visualizada de forma difusa no nucleo e no citoplasma das
células tumorais. B-Amostra (19). C- Amostra (19) com forte marcacdo para a proteina E7 do
HPYV no nticleo e n citoplasma das células tumorais. D- Representacdo da marcacao focal para
pl6, onde observa-se presenca de coloragdo marrom no niicleo e ou citoplasma em algumas
células tumorais (setas azuis) associada a auséncia de marcagdo para pl6 em varias células da
massa tumoral (setas laranja). E- Finamente podemos ainda observar uma amostra negativa
para E7 com total auséncia de marcagao.

Ressalta-se que das 7 amostras negativas para pl6 que foram posteriormente testadas
para E7, somente uma apresentou resultado positivo para E7 (Figura 27C). Destaca-se que essa
amostra correspondia ao caso 19 do nosso estudo, cuja a porcentagem de marcagao para MCM?7
foi de 86,4% (Tabela 6). Dessa forma confirmou-se que das amostras de nosso cohort (N=59)
6 foram negativas para o HPV, uma vez que ndo apresentaram marcagao para pl6 e nem para

a proteina E7 do HPV
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Predizer o prognéstico do CC através do uso de biomarcadores foi um dos
principais objetivos da presente tese, uma vez que estes podem refletir diversos processos
em andamento nas células tumorais, tais como hiperproliferacdo, alteracdo de padrdes de
expressao génica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamacdo e alteragcdes enzimaticas
relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros (KRAMER et al, 2001;
TERMINI & VILLA, 2008; PINTO et al., 2012). Portanto, nosso primeiro objetivo foi
verificar a expressao tecidual de proteinas do eixo ativina/inibina, nas amostras de CCE.
Iniciamos o estudo pela via de a-inibina. Nessa analise, 29 amostras de CCE foram
investigadas por meio da técnica de Imunohistoquimica, sendo 12 classificadas como
CCEP e 17 como CCEM., analisando separadamente as populagdes celulares de
diferentes fendtipos presentes nos CCE.

Nossos dados demonstraram que tanto no CCEP como no CCEM houve
predominio da marcacdo para a-inibina em acima de 75% das células tumorais, para os
dois diferentes fendtipos celulares. A imunomarcag¢do foi observada no nucleo, mas
principalmente no citoplasma das células. Porém destaca-se, que nas células de fenotipo
diferenciado presentes nos CCEM, foi observada uma intensidade de imunomarcagao
nuclear moderada ou forte em 70% das amostras de tecido, enquanto que no citoplasma
apesar de haver muitas células marcadas, a intensidade predominante foi fraca. Por outro
lado, no CCEM, nas células com fenétipo indiferenciado, a porcentagem de casos com o
mesmo padrdo de intensidade de marcacao nuclear (moderado/forte) citado esteve em
torno de 40%. Esses dados demonstram que a imunomarcacao para o-inibina foi expressa
em menor intensidade no nucleo de células menos diferenciadas.

A atividade supressora de tumor da a-inibina, inibidor fisioldgico das ativinas foi
identificada pela primeira vez apds a delecdo funcional do gene da a-inibina em
camundongos machos e fémeas, resultando na formagao de tumores estromais de gonada
(MATZUK et al., 1992). Estudo realizado por Mellor e colaboradores (1998) buscou
avaliar a expressdo do gene e a localizagdo da a-inibina no Cancer de prostata.
Demonstrou-se que 0 mRNA da subunidade a-inibina e a proteina ndo eram detectados
em tecido tumoral de homens com Céncer de prostata pouco diferenciado e apresentando
os graus histologicosde 4/5 na escala de Gleason, tumores com fendtipo mais agressivo.

Em contraste, a expressao e a imunolocaliza¢do da a-inibina foram observadas em tecidos
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dos mesmos pacientes sem anormalidades, e localizados adjacentes as areas do tumor.
Portanto, a perda da expressdo do gene e da localizagcdo da subunidade o da Inibina, em
cancer de prostata de alto grau sugere uma agao supressora de tumor dessa proteina na
carcinogénese prostatica (MELLOR et al., 1998). Entretanto, outro estudo demonstrou
um papel pro-tumorigénico e pro-metastatico da a-inibina no cancer de prostata sugerindo
que na auséncia de androgenos, niveis elevados de a-inibina poderiam estar conduzindo
a fendtipos mais agressivos € metastaticos nos tumores de prostata (BALANATHAN et
al., 2009).

Dados da literatura também demonstraram que a-inibina tem um importante papel
na carcinogénese endometrial, podendo apresentar uma func¢ao de supressor tumoral. Ao
analisar por meio de Imunohistoquimica 49 amostras de tecido endometrial
diagnosticadas como normal, hiperplasico e maligno, Mylonas e colaboradores (2003)
verificaram que havia perda de marcacdo da proteina nos Adenocarcinomas
endometridides em comparagcdo com o tecido normal e hiperplasico, mostrando ainda
queda de intensidade de marcagao nos Adenocarcinomas (MYLONAS et al., 2003). Esses
dados foram confirmados em outro estudo, onde a o-inibina foi sintetizada em uma
relagdo decrescente na transi¢ao do tecido normal para o tumoral, sugerindo uma fung¢do
supressora da proteina no carcinoma endometrial (WORBS et al., 2007). O mesmo grupo
avaliou a marcacao por Imunohistoquimica da a-inibina, além da Inibina A e Inibina B
em 302 amostras de endométrio, das quais 293 correspondiam ao carcinoma endometrial,
e desses, 221 correspondiam a casos de Adenocarcinoma endometriéide. Neste estudo
demonstrou-se que a perda da imunorreatividade para o-inibina resultou em menor
sobrevivéncia para as pacientes com cancer endometrial (MYLONAS et al., 2009). Os
dados citados acima corroboram com a nossa hipotese de que, a evidente perda de
expressao de a-inibina nos carcinomas pouco diferenciados - descritos como sendo de
pior prognostico - estaria relacionada a funcdo supressora de tumor da proteina. Além
disso, observou-se em nosso estudo perda na porcentagem de marcacao por a-inibina nas
células com fendtipo indiferenciado presentes nas massas de CCE, que poderia estar
associada a uma func¢do supressora tumoral de a-inibina também nos carcinomas
escamosos do colo uterino.

Outra proteina avaliada nesse estudo, também participa do sistema
Ativina/Inibina, a subunidade BA-inibina. Verificou-se que tanto no CCEM quanto no
CCEP, elevado nimero de amostras exibiram marcacdo citoplasmatica em acima de 75%

das células de fendtipo diferenciado. Quanto a intensidade de marcacdo observou-se na
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maioria das amostras de CCEM (em torno de 90%), uma variagao de intensidade de
moderada a muito forte no citoplasma das células de fenotipo diferenciado. Ja no CCEP,
verificou-se uma queda na porcentagem de células que apresentavam intensidade de
marcagdo citoplasmatica de moderada/muito forte (em torno de 70%) para o fenotipo
celular diferenciado. Adicionalmente, foi observado no CCEP que em torno de 40% das
amostras testadas sequer exibiram marcac¢do nuclear ou citoplasméatica nas células de
fenotipo indiferenciado (FI). No CCEM, o teste estatistico revelou aumento na
intensidade de marcagdo no citoplasma das células com FD em comparagdo com as de
fendtipo indiferenciado. Dessa forma, nossos dados demonstram que PA-inibina, ao
contrario de a-inibina, encontra-se preferencialmente localizada no citoplasma das
células tumorais com FD, e que muitas vezes a proteina nao se expressa no nucleo e nem
no citoplasma das células com FI. Portanto, parece existir uma relacao entre a producao
da proteina BA e a diferenciacdo celular.

Alguns estudos tém mostrado uma atividade supressora de tumor relacionada as
ativinas e inibinas. No estudo pioneiro desenvolvido por Petraglia e colaboradores (1998)
foi avaliada por RT-PCR a expressao do mRNA de a-inibina, ativina BA e ativina B em
amostras de fluido cervical e soro. Foram analisadas dez amostras de CC (3 CCEM, 5
CCEP e 2 Adenocarcinomas) além de 25 amostras de Carcinoma endometrial (9 bem-, 9
moderadamente- e 7 pouco-diferenciados). A concentragao das Inibinas A e B no fluido
da cavidade uterina nao mostrou diferenca significativa, mas a concentracao das Ativinas
BA e BB no fluido de pacientes com carcinoma endometrial foi maior que a observada
nos controles. Os autores também avaliaram a expressdao dos 3 RNAm em amostras de
soro coletadas das pacientes antes e ap6s a retirada dos tumores endometriais, ndo sendo
verificada diferenga significativa entre os niveis sé€ricos das Inibinas A e B nas pacientes
versus controle. Porém os niveis de ativina A no soro das pacientes com carcinoma
endometrial foram maiores do que os niveis séricos das pacientes controle, sendo
observada queda acentuada da concentracdo de Ativina um més apos a retirada dos
tumores, tanto endometrial quanto cervical. Esses dados sugerem que as células dos
Carcinomas de endométrio e cervical secretam Ativina A na circulagdo (PETRAGLIA et
al., 1998). Nossos dados demonstraram uma maior imunomarcacao de BA no citoplasma
das células tumorais com fenotipo diferenciado tanto no CCEM quanto no CCEP, com
forte intensidade de marcacao evidenciada principalmente no CCEM. No estudo de
Petraglia e colaboradores (1998), acima de 70% (18/25) das amostras de carcinoma

endometrial correspondiam a casos com maior grau de diferenciagdo, o que sugere que
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grande parte das pacientes que apresentaram altos niveis séricos das subunidades A eram
portadoras de carcinomas mais diferenciados.

Niveis séricos mais elevados de Inibina A em pacientes com carcinoma de ovario
altamente diferenciado em comparag¢ao com o pouco diferenciado foram observados em
outro estudo, o que pode corroborar com a influéncia da Inibina A em processos de
proliferacdo e diferenciacdo celulares (WALENTOWICZ et al., 2014). Embora tenha
sido analisado outro tipo de amostra clinica, os dados do trabalho anterior estdo de acordo
com os dados observados no nosso estudo, onde as células tumorais com maior grau de
diferenciagdo apresentaram maior intensidade de imunomarcagao citoplasmatica de BA.

Em um estudo recente realizado por nosso grupo foi demonstrado que a
imunomarcag¢ao nuclear e citoplasmatica da subunidade BA no epitélio cervical diminui
gradativamente nas NICs de grau I at¢ o CCE, demonstrando um provavel
comprometimento das vias de controladas por Ativina A, AB e/ou Inibina A, a partir do
processo de desenvolvimento das lesdes (NIC I), que parecem permanecer prejudicadas
durante todo o processo de progressao (PAYANO et al; 2023). Desse modo podemos
hipotetizar que a Ativina A, AB e/ou Inibina A possam desempenhar uma fungao central
na prevengdo da tumorigénese do epitélio cervical, dado o papel essencial da Ativina A
como um supressor tumoral nos estadios iniciais da carcinogénese em varios tipos de
células (TSUCHIDA et al; 2009). Portanto em nosso estudo, a perda de expressao da
subunidade BA em células de fendtipo indiferenciado, pode sugerir que tumores mais
agressivos como o CCEP, perderiam a capacidade de diferenciacdo mediada pela proteina
e seguiriam uma via de maior proliferacao celular.

Com o objetivo de analisarmos uma classe de proteinas associadas a proliferagao
celular, selecionamos para o estudo a proteina MCM?7. Dados da literatura reportam que
algumas subunidades do complexo MCM poderiam participar de outro processos
celulares além da proliferagdo, estando também envolvidas em eventos de invasdo e
metastase (LAU et al., 2010; ZHENG et al., 2014). Nessa fase do Projeto, as analises
foram realizadas em 57 pacientes.

Sabe-se que a atividade das proteinas MCMs, incluindo a MCM?7 ¢ essencial para
o controle da replicacio do DNA na divisdo celular e, portanto, a localizagao dessas
proteinas nas células ¢ nuclear (BELL & DUTTA, 2002; BLOW & DUTTA, 2005;
NEVES & KWOK, 2017; PARKER, 2017; ISHIMI, 2018). Em relacdo a expressao
nuclear de MCM7 em tecido livre de lesdo, nossos resultados sdo concordantes com

estudos prévios que mostraram que a expressdao de MCM 2, 5 e 7 foi restrita a regides
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proliferativas normais da epiderme, da cérvice, do intestino e de tecidos linfoides
(HIRAIWA et al., 1997, TODOROV et al., 1998 FREEMAN et al., 1999; BRAKE et al.,
2003; ZHANG, 2013). Sabe-se que em uma célula em divisao, as MCM2-7 sdo as Unicas
proteinas presentes em todos os estadios da mitose, e sdo estritamente reguladas nas fases
de terminagdo do alongamento do genoma (YU S, et al., 2020).

O estudo morfométrico realizado nos casos de CCE demonstrou que apesar de
haver diferenca entre o nimero de células contadas nas amostras analisadas, o nimero de
células atipicas marcadas foi elevado em todas as amostras, com média de marcagao em
torno de 96%. O predominio de intensidade de marcacdo variou de forte & muito forte o
que correspondeu a 75,4% das amostras de CCE. Alguns trabalhos avaliaram a expressao
de MCM?7 como marcador de proliferacdo em diversos tipos de neoplasias como o cancer
de colon (NISHIHARA et al., 2008), de prostata (PADMANABHAN et al., 2004; REN
et al., 2006; LAITINEN et al., 2008), de endométrio (LI et al., 2005), da cavidade oral
(TAMURA, 2010), de es6fago (ZHONG, et al., 2015), de laringe (ALMADORI et al.,
2017), do figado (QU et al., 2017) e do estobmago (adenocarcinoma gastrico) (YANG,
2018). Contudo, poucos trabalhos analisaram a produ¢ao de MCM7 em tecidos cervicais
de humanos (BRAKE et al., 2003; MIDDLETON et al., 2003; ZHANG, J. et al., 2013)
e de camundongos (BRAKE et al., 2003; HONEYCUTT et al., 2006). Em trabalho
anterior realizado em nosso grupo por Lobato e colaboradores (2012) demonstrou uma
correlagdo significativa entre a presenca do DNA HPV e as lesdes intraepiteliais positivas
para MCM7. Ainda nesse estudo verificou-se que a expressio de MCM?7 foi
significantemente associada a progressao das lesdes intraepiteliais cervicais, indicando
que a utilizacao desse biomarcador pode ser util em identificar e distinguir as lesdes
intraepiteliais de baixo grau e de alto grau. No presente estudo, avaliamos o perfil de
expressao de MCM7 e sua associagao com o prognostico do CCE.

Gai e colaboradores (2019) demonstraram que o estadio clinico avancado, a
invasdo vascular e/ou parametrial e a metastase em linfonodos foram considerados os
fatores associados a piores prognoésticos do cancer cervical. Por outro lado, o prognostico
nao teve correlacdo significativa com idade, invasdao do miométrio, tamanho do tumor e
grau histologico de diferenciacdo. Dessa maneira, partindo do pardmetro idade
observamos que a faixa etaria média das pacientes de nossa cohort foi 48,4 £ 14,5 anos
no momento do diagndstico do cancer. Esses dados sdo similares ao reportado por
Aleksioska-Papestiev e colaboradores (2018) e Alemany e colaboradores (2014), onde as

idades médias das pacientes na época do diagnodstico do CCU foram de 44,4 ¢ 51,2 anos,
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respectivamente. Juntos esses dados demonstram que o diagnostico do cancer de colo é
mais frequente em mulheres apds os 40 anos, e que o mesmo pode ter se desenvolvido ao
longo da sua vida reprodutiva.

Quanto ao grau de diferenciacdo das lesdes foi observado em nossa cohort um
predominio de CCEM, (65% dos casos de CCE) que correspondem normalmente a
aproximadamente 60% dos casos de CCE (NUCCI & OLIVA, 2009). A anélise estatistica
entre o grau de diferenciacao das lesdes e a porcentagem de células marcadas para MCM7
ndo mostrou significancia, de modo que em nosso estudo o grau de diferenciacao dos
tumores, quando comparado a porcentagem de imunomarcagdo por MCM?7, ndo foi
considerado um fator prognostico. Outro estudo também do nosso grupo, investigou
morfometricamente a marcacdo de MCM7 em amostras de CCE classificadas como
CCEM e CCEP. Dada a expressiva marcagdo de MCM7 em grande nimero de células
tumorais, ndo foi possivel identificar a associa¢do entre o nimero de células marcadas
para MCM7 e o grau de diferencia¢do do tumor. Porém, observou-se que o grupo CCEP
apresentou maior nimero de amostras com elevada quantidade de células marcadas para
MCM7, quando comparado as amostras do grupo CCEM (PEIXOTO, 2015). Nesse tipo
de carcinoma (CCEP) h4a um predominio de células com maior potencial de proliferagao,
exibindo menor variagdo de atipias celulares quando comparado as amostras de CCEM
(KOSS 2006; PAULINO-JUNIOR et al., 2011).

Outro parametro do nosso estudo relacionado ao prognostico do cancer cervical
foi a andlise entre a profundidade da lesdo e a porcentagem de marcagdo por MCM?7, que
ndo mostrou significancia estatistica. A profundidade de invasdo estromal representa uma
ferramenta essencial a ser incluida no Laudo patologico, ndo apenas para fins de
estadiamento, mas também por seu potencial papel como fator prognostico no cancer
cervical (ZANNONI et al, 2021). O risco de metastase linfonodal em lesdes com
profundidade de invasdo de at¢ 3 mm ¢ inferior a 1%, mas este risco aumenta
significativamente com niveis mais profundos de invasdo (ROBERT, 1990). Vale
ressaltar que em nossas amostras originarias de biopsias excisionais, a medida da
profundidade foi realizada na maior area de lesdao presente na amostra, o que poderia nao
corresponder & profundidade exata da lesdio (RASPOLLINI et al., 2108). Esse fato
poderia ser considerado um fator limitante para esse pardmetro de analise.

A avaliag¢do da porcentagem de marcagdo para MCM7 e o grau de estadiamento
da lesdo, baseado na classificagdo da FIGO mostrou significancia estatistica, entre os

grupos I e IV. Nossos dados revelaram que, em aproximadamente 1/3 dos casos de CCE,
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as pacientes estavam no estadio IB1 no momento do diagnostico. O estadio IB, baseado
na atualizacdo da FIGO de 2018 inclui trés subgrupos com base no tamanho do tumor na
maior dimensao: estadio IB1 (<20 mm), estadio IB2 (>20 mm a <40 mm) e estadio IB3
(> 40 milimetros) (GENNIGENS, et al. 2021). O estadio FIGO IB1 ¢ considerado de
baixo risco quando comparado aos seguintes critérios diagndsticos: invasdo do estroma
cervical inferior a 50% e auséncia de linfonodos suspeitos. O tratamento padrdo ¢ a
realizagdo de histerectomia radical. A linfadenectomia pélvica deve sempre ser incluida
na cirurgia devido a alta frequéncia de acometimento linfonodal (BHATLA et al; 2021).
Outro grupo que se destacou em nosso estudo, observado em acima de 20% das pacientes
foi o estadio IV que revelou que essas pacientes se encontravam em estadio avancado
(IV) quando foram diagnosticadas. De acordo com dados da literatura, em um elevado
numero de casos a doenca ¢ diagnosticada em fase avangada, nomeadamente FIGO 1B2
a IVA (RODRIGUEZ-CARUNCHIO et al., 2015). O método padrdo para o tratamento
dessas pacientes ¢ irradiacdo, quimioterapia e braquiterapia. Apesar da implementagado
desse tratamento radical, quase metade das mulheres apresenta recidivas no trato genital
e linfonodos regionais (ZOLCIAK-SIWINSKA et al., 2012, BHATLA et al., 2021).
Nossos dados corroboram com essa afirmagdo, uma vez que muitas das pacientes que
apresentaram pior desfecho das lesdes foram diagnosticadas em estadio mais avancado
do CCE.

A invasao de linfonodos foi outro parametro estudado e que também demonstrou
relevancia estatistica, quando associado a porcentagem de marcagdo para MCM7. Do
mesmo modo, a presenga de metastase direta ou a distancia também demonstrou
resultados semelhantes. Em ambas as situagdes, a porcentagem de células tumorais
marcadas para MCM7 ndo esteve inferior a 95% nos casos onde houve a invasdo
linfonodal e metastase. Quando analisamos os casos de 0bito em periodo inferior a 5 anos
pos-diagnostico, também encontramos significancia estatistica entre a ocorréncia de obito
e a porcentagem de marcagdo para MCM7. Destaca-se que a maioria das pacientes que
vieram a Obito estava no estadio IV da FIGO quando foram diagnosticadas, e aprestaram
em sua maioria porcentagem de marca¢do para MCM7 de 100% das células tumorais.

Estudos da literatura tém relatado a associacdo entre algumas proteinas
representantes da familia MCM, incluindo MCM?7, com quadros de maior gravidade de
canceres de origem diversas. Um estudo de meta-analise avaliou o valor prognostico das
MCMs (MCM 2, 5 e 7) em varios tipos de cancer como de pulmao, colorretal, laringe,

préstata, mama, entre outros (GOU et al, 2018). Entretanto nenhum dos artigos da meta-
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analise foi direcionado a avaliagdo da proteina MCM7 ao prognostico do CCE do colo
uterino. Segundo os dados da meta-analise, o aumento da expressdo de MCM7 mostrou-
se muito associado a menores taxas de sobrevida, no caso dos carcinomas de pulmao.
Outra importante associagdo citada no trabalho foi a relacdo de elevada expressdao de
MCMY7 e a invasdo de linfonodos no carcinoma escamoso de esofago. Destaca ainda, que
em experimentos in vitro realizados em linhagens celulares obtidas de carcinoma
esofagico, a baixa expressao de MCM7 inibiu significativamente a prolifera¢ao celular,
a formacao de colonias e a migragao. Na meta-analise foi reportado que no Meningioma
os niveis de expressdo de MCM7 foram mais altos nos tumores de grau II de pior
prognostico, quando comparados aos de grau I. Dados semelhantes foram descritos para
a neoplasia Urotelial (GOU et al., 2018).

QU e colaboradores (2017) analisaram a expressdao de MCM7 e Ciclina D1 em
153 amostras de pacientes portadores de carcinoma hepatocelular e demonstraram tanto
in vivo quanto in vitro, que a elevada expressio do mRNA para MCM7 foi
significativamente correlacionada a quadros de pior progndstico. Ainda, através de
Imunohistoquimica, os autores verificaram que pacientes que apresentavam menor taxa
de sobrevida exibiam os maiores valores para o score de imunomarcagdo (representado
pelo produto da porcentagem de células marcadas versus a intensidade de marcagdo) das
amostras de tumor. Da mesma forma, Almadori e colaboradores (2016), estudando por
IHQ amostras de carcinoma escamoso de laringe de 61 pacientes verificaram que os
fendtipos associados ao maior grau de progressdo estavam relacionados aos pacientes
com maior imunomarcagao para MCM?7, principalmente nos casos em que havia também
superexpressao da proteina HER-1. A proteina HER-1 favorece a fosforilagdo da
isoforma p56 da tiroxina-quinase Lyn, que, por sua vez fosforila a MCM7, que € entdo
recrutada para o complexo de origem de replicacdo (ORI) dando inicio a replicacao
desordenada do DNA. A a¢do indireta de HER-1 sobre a atuacdo de MCM?7 ilustra outro
importante via de agdo da subunidade MCM7. E importante destacar que o CCE de
laringe apresenta muitas semelhangas clinico- histopatolégicas com o CCE do colo
uterino.

Outro importante objetivo desse estudo foi classificar as lesdes como dependentes
ou independentes da infec¢do pelo HPV (WHO, 2020). Apesar de a grande maioria dos
tumores epiteliais cervicais estarem relacionados a infec¢ao pelo HPV, ja ¢ reconhecido
que uma propor¢cdo pequena desses tumores, representados principalmente por

adenocarcinomas (mas também com casos descritos de carcinomas cervicais escamosos)
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ndo esta associada a infecg¢do viral e carrega um comportamento clinico mais agressivo,
com desfechos piores do que os carcinomas relacionados ao HPV (PARK et al., 2022).
Entretanto a OMS reconhece que ¢ impossivel distinguir-se morfologicamente os dois
tipos de lesdoes (YOSHIDA et al., 2021).

O CCE independente do HPV ¢ raro, com incidéncia variando de 5 a 7% segundo
dados da literatura € mostra uma taxa mais alta de metastases linfonodais, com
consequente reducdo da sobrevida global e livre de doenga, em comparagdo com o CCE
associado a0 HPV (CARUNCHIO et al., 2014; NICOLAS, et al., 2019; RODRIGUEZ-
LEE et al., 2022). No estudo de meta-andlise realizado por XING e colaboradores (2021)
a incidéncia de positividade para o HPV em trabalhos realizados nos intervalos de 1990—
1999, 20002005 e 2006-2010 foi de 85,9%, 87,9% e 92,9%, respectivamente. A
tendéncia de queda dos resultados negativo para a presenca do HPV pode estar
relacionada a melhorias nos testes de detec¢cao do HPV, e na maior acurcia nos processos
de classificacdo do cancer ndo-cervical, ja que outro ponto importante com relagdo aos
tumores de colo uterino classificados como HPV-negativos, seria a ma interpretacao
morfologica das lesdes. Os canceres ndo-cervicais mal interpretados como cancer cervical
primario podem incluir o envolvimento cervical de um carcinoma endometrial ou a
presenca de metéstases distantes de outros tumores primarios, negativos para o HPV.
Petry e colaboradores (2017) relataram que aproximadamente dois ter¢os dos carcinomas
cervicais HPV-negativos ndo eram primarios do colo do utero.

Os canceres cervicais HPV-negativos vém se mostrando um subconjunto tumoral
biologicamente distinto, que segue uma via patogenética que difere dos canceres cervicais
associados ao HPV. No entanto, atualmente ainda ndo existem diferencas descritas na
literatura, em relacao as estratégias de tratamento entre os tumores associados € aqueles
independentes do HPV (SANTORO et al., 2023).

A baixa sensibilidade de alguns métodos de deteccdo do HPV, quando aplicados
a tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina, provavelmente ¢ a causa da baixa
prevaléncia do HPV em CCEs observada em alguns estudos. Outro ponto diz respeito aos
testes de HPV direcionados a L1/, que poderiam ser menos confiaveis do que aqueles
direcionados aos oncogenes E6/E7, pois a expressdo de L/ pode ser perdida durante a
integragdo viral, enquanto que a expressao dos genes E6/E7 estaria sempre presente nos
virus de alto risco oncogénico (XING et al., 2021). Por essa razao, a Imunohistoquimica
para pl6 seria uma estratégia metodologica importante para garantir a veracidade do

diagnostico de CCE verdadeiramente negativo para o HPV, e ndo os falso-negativos
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ocasionados por falhas nas técnicas de detecgdo do DNA viral (BARRETO et al., 2013;
RODRIGUEZ-CARUNCHIO et al., 2014; XING et al., 2021; YOSHIDA et al., 2021).

Em nosso estudo ndo foi possivel realizar a detec¢gdo do HPV por técnicas
baseadas na deteccao do DNA viral, devido a qualidade das amostras parafinadas. Dessa
forma, a Imunohistoquimica para pl6 foi realizada em todas as amostras. Sete (7)
pacientes foram evidenciadas como pl6 negativas, e apds a contraprova com a
Imunohistoquimica para a proteina E7 do HPV, esse niimero foi reduzido para 6, uma vez
que uma das pacientes demonstrou resultado positivo para E7. Vale ressaltar que essa
paciente em questdo apresentou porcentagem de marcacdo para MCM7 na amostra
tumoral de 86%. De acordo com os parametros de progndstico avaliados nesse estudo,
todas as pacientes que apresentaram quadros associados a pior prognostico exibiram
porcentagem de marcacdo para MCM?7 superior a 95%. Dessa forma, apesar do teste
estatistico ndo ter mostrado significancia talvez devido ao pequeno ‘N” amostral,
verificou-se uma tendéncia de marcagdo para MCM7 em 100% das células tumorais nas
pacientes que foram pl6 negativo, e consequentemente, pertencentes ao grupo HPV-
negativo, considerado de pior progndstico.

Vale ressaltar que ndo foi possivel em nosso estudo recuperar as informagdes
referentes ao grau de estadiamento da FIGO, de todas as pacientes que foram pl6
negativo. Contudo, todas as pacientes em que tal informagao foi obtida apresentaram grau
IIT ou superior no momento do diagnostico. Esses dados estdo de acordo com a literatura,
que descreve que o cancer cervical HPV-negativo apresenta estddio da FIGO avancado
ao diagnostico, o que pode explicar sua maior progressdo e mortalidade (RODRIGUEZ-
CARUNCHIO et al., 2014; NICOLAS, et al., 2019).

Alguns estudos vém mostrando que na regido de cabega e pescoco, 0s tumores
HPV-positivos t€ém um prognostico significativamente melhor do que os tumores HPV-
negativos, que se relaciona a uma melhor resposta ao tratamento radio e quimioterapico.
Tal fato j& acarretou avancos nos protocolos de diagndstico adotados em carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescoco, que incluem a deteccdo do HPV e/ou coloragao
Imunohistoquimica para p16 como biomarcadores de prognéstico (FAKHRY ez al., 2008;
ALOS et al., 2009; LASSEN et al., 2009). Da mesma forma, os carcinomas da vagina e
vulva positivos para o HPV mostraram um melhor progndstico do que os tumores
negativos para o HPV (ALONSO et al., 2012; NOOUJ et al., 2017).

Como destacado, alguns trabalhos tém mostrado que uma pequena porcentagem

do cancer de colo surge por uma via independente do HPV. Esses tumores HPV-negativos
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sdo diagnosticados em estadios avangados, apresentam maior prevaléncia de metastases
linfonodais e tém prognéstico ruim em relagio aos casos HPV-positivos (RODRIGUEZ-
CARUNCHIO et al., 2014; NICOLAS et al., 2019; XING et al., 2021). Portanto,
entender os mecanismos envolvidos em sua tumorigénese contribuira para a selegao de
terapias adequadas para esse agressivo subgrupo do cancer do colo do ttero (XING et al;
2021). Alguns genes como TP53, ARIDIA, PTEN, ARID5B, CTNNBI, CTCF e CCNDI
foram identificados como significativamente mutados em canceres HPV-negativos, com
papéis funcionais convergentes na progressao do ciclo celular (YOSHIDA et al., 2021).
Este fendtipo mutacional dos canceres cervicais HPV-negativos poderia explicar uma
maior capacidade de evolucdo tumoral, com aumento do potencial de crescimento e
metastase, que levariam a um pior prognostico.

Dessa forma, os estudos ainda ndao permitem afirmar se os carcinomas cervicais
HPV-negativos se desenvolveriam de forma independente da infec¢ao pelo virus, ou se
foram inicialmente HPV-positivos e posteriormente se tornaram independentes do virus
(XING et al., 2021). Mais evidéncias clinicas e andlises moleculares sao necessarias para
elucidar o espectro de anormalidades moleculares presentes no carcinoma de colo HPV-
negativo. Ressalta-se que dada a baixa frequéncia desses tumores, mesmo os grandes
centros de Referéncia em Patologia do Colo Uterino s6 conseguem identificar um namero
muito pequeno de mulheres com essas neoplasias. Assim, grandes estudos Multicéntricos
serdo necessarios para confirmar o pior prognostico observado nesse subconjunto de

canceres cervicais (NICOLAS et al., 2021)
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7- CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos nesse estudo, podemos concluir até 0 momento

que:

e A o-inibina esta relacionada com vias de diferenciagdo celular, havendo
potencialmente uma fun¢ao de supressor tumoral nos CCE do colo uterino.
Ressalta-se ainda, que essa fungao estaria associada a presenga da proteina
no nucleo das células tumorais.

e A atividade de BA em células de CCE também esta potencialmente
associada a vias de diferencia¢@o neoplasicas, entretanto sua localizagao ¢
mais citoplasmatica. Foi observado no CCEM que houve perda de
marcacao citoplasmatica de células tumorais de fendtipo indiferenciado.,
o que poderia favorecer o desenvolvimento de tumores mais diferenciados.

e MCMT7 ¢ um potente marcador de células tumorais, principalmente devido
a alta taxa de proliferag@o dessas células.

e A imunomarcacdo para MCM7 mostrou associa¢do direta com os fatores
clinicos de prognostico para o CCE, demonstrando que elevada
porcentagem de células marcadas para a proteina estaria relacionada aos

casos de pior desfecho clinico.
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ANEXO 1- PATOGENESE E EVOLUCAQ DAS LESOES CERVICAIS

O modelo atualmente mais aceito para o desenvolvimento do céancer cervical
postula que o mesmo ocorra a partir das lesdes escamosas intraepiteliais (LEIs),
histologicamente denominadas Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). Essa
classificagdo representa o principal modelo teorico de identificacao morfologica de lesdes
precursoras do cancer cervical. Tais lesdes sdo caracterizadas microscopicamente como
lesdes proliferativas que apresentam células com diferentes graus de atipias e maturagdes
anormais, que podem estar presentes em parte ou em toda a espessura do epitélio escamoso

cervical (ZUR HAUSEN, 2002).
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Figura S1- Fatores envolvidos na progressio das Lesdoes Escamosas
Intraepiteliais ao Carcinoma Invasor. A infec¢do persistente pelo HPVs de AR
associada a diversos fatores predisponentes estd relacionada a progressao das lesdes
intraepiteliais, que podem evoluir até os Carcinomas invasores. Fonte: Zur Hausen, 2002
- Modificado.

Epidemiologistas tem demonstrado que o risco de desenvolver cancer do colo esta
intimamente relacionado ao comportamento sexual, o que justifica a grande associacio
com a infeccao pelo virus HPV (SCHIFFMAN & BRINTON, 1996). Desde 1992, a OMS
considera que a persisténcia da infeccao pelo Papilomavirus Humano em altas cargas
virais, representa o principal fator de risco para o desenvolvimento da doenga (Figura S1).

Sabe-se também que a infeccdo pelo HPV ¢ essencial, mas ndo suficiente para a evolucao
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do cancer (BOSCH & de SANJOSE, 2002). Embora a infecgio persistente pelo HPV seja
a causa necessaria para o desenvolvimento do CCE, a presenca de fatores imunologicos (a
imunossupressao causada pelo HIV e outras DSTs), virais (a carga viral e os tipos de HPVs)
e comportamentais (a existéncia de multiplos parceiros, o tabagismo, a multiparidade, o
uso de anticoncepcionais orais € o inicio precoce da vida sexual,) poderiam contribuir para
o aumento da probabilidade de progressdo das lesdes intraepiteliais cervicais em direcao
ao carcinoma invasor (THOMISON, et al, 2008; BOSCH & SANJOSE, 2002).
Histologicamente, a localizagdo dessas alteracdes ao longo da extensdo do tecido
determina a existéncia de trés graus de lesdes precursoras: NIC I, com disturbios celulares
comprometendo o ter¢o inferior do epitélio; NIC II, com altera¢des celulares alcangando
os dois tercos inferiores do epitélio; NIC III ou Carcinoma in situ, com distarbios
celulares atingindo toda a espessura do epitélio (NUCCI & OLIVA)

Os eventos mais importantes na progressdo das NICs ao cancer cervical, sdo
geralmente resultado da desregulacdo na expressdo das oncoproteinas transformantes E6
e E7 e dos HPVs de AR , decorrente do fendmeno de Integracdo, que levaria (i) ao aumento
da proliferacdo celular nas camadas inferiores do epitélio, (ii) a interrup¢ao do programa
de diferenciacdo das células da camada supra-basal do epitélio escamoso e a reentrada
dessas células no ciclo celular, o que resulta na simultdnea replicagdo dos genomas
celulares e virais, e (iii) a instabilidade do sistema de reparo em reverter mutacdes e outras
alteragdes no DNA celular . Associadas a esses eventos, alteragdes na transcri¢ao de genes
virais e do hospedeiro, e a amplificagdo persistente do DNA viral contribuiriam para a
geracdo de instabilidade gendmica, e facilitariam a progressao das células infectadas para
um crescimento invasivo (MCBRIDE & WARBURTON, 2017; KADAJA et al., 2007,
ZUR HAUSEN, 2002).

As LEIs podem regredir, persistir ou progredir, dependendo da resposta imune de
cada paciente. Muitos trabalhos t€ém demonstrado resultados de regressao, persisténcia e
progressdo dessas lesdes (ZHANG & LU, 2019; COLIE et al., 2018). A historia natural
das lesdes mostra que as lesdes do tipo NIC I regridem espontaneamente na maioria dos
casos. Porém lesdes de alto grau (NIC II ou NIC III) possuem chances maiores de
progressdo ao cancer cervical. Aproximadamente 20% das NICs I progridem para NIC II,
30% destas lesdes irdo progredir para NICIII e 40% dessas lesdes irdo progredir ao cancer

invasivo (ZHANG & LU, 2019).
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ANEXO II- A BIOLOGIA DO VIRUS HPV

O HPV ¢ um virus com DNA circular, apresentando cerca de 8000 pares de bases
que codificam oito genes, que sdo classificados de acordo com seus padrdes de expressao
como precoces (do inglés Early-region) que codificam as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e
E7 envolvidas na replicacdo viral e transformacao celular, e os tardios (do inglés Late-
region) que expressam L1 e L2, proteinas responsaveis pela formagao do capsideo viral,
encapsulamento do DNA viral, entrada e trafico celular do HPV. Por tltimo existe ainda
uma regido reguladora longa (LCR — do inglés Long Control Region), que possui funcao
de regular a duplicagdo e a expressao génica do HPV, e na qual se encontra a Origem de
Replicagdo Viral (ORI); Figura S2 (GROVES & COLEMAN, 2018; GRAHAM, 2017,
RICHARDS et al., 2014; DOORBAR, 2012;).
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Figura S2: Representacio esquematica do genoma do HPV. A regido precoce esta
representada na imagem em diferentes cores compostas pelos genes regulatorios E1, E2,
E4, E5, E6 e E7. A regido tardia que apresenta os genes L/ e L2 representados em azul
na imagem, e por ultimo, representada de cinza, a regido reguladora longa (LCR — do
inglés Long Control Region). Fonte: Adaptado de GRAHAM, 2017.

O HPV tem sua classificagdo baseada de acordo com a homologia de nucleotideos

do gene de L/ (DE VILLIERS et al., 2004). Neste sentido, o HPV ¢ dividido nos géneros
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Alpha, Beta, Gamma, Nu e Mu (Figura S3). Mais de 200 gendtipos foram descritos, sendo
o numero de cada subtipo referente a ordem de sua descoberta (DOOBAR, 2012; DE
VILLIERS, 2013; VAN). O género Alphapapillomavirus possui mais de 40 espécies
descritas, apresentando tropismo por tecido epitelial.

Os tipos especificos de papilomavirus sdo classificados segundo o seu tropismo
em cutaneotropicos € mucosotropicos e causam lesdes com patologias clinicas distintas
(DOORBAR et al., 2015; EGAWA et al., 2015).

Com relacao a oncogenecidade sao classificados em tipos de alto e baixo-risco
(EGAWA & DOORBAR, 2017; DE SANJOSE, 2018). Os subtipos considerados de
baixo-risco (BR), (destacando-se 6, 11, 40,42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81) provocam mais
comumente lesdes benignas, incluindo verrugas genitais, plantares e palmares, bem como

outras lesoes de pele.

Cutaneoz

Figura S3: Arvore filogenética dos Papilomavirus Humano (HPVs). Os HPVs sdo
divididos em cinco géneros: Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus, Gamma-
papillomavirus, Nu-papillomavirus e Mu-papillomavirus. O género Alpha-
papillomavirus (representado de amarelo e rosa) € o de maior relevancia clinica por causar
lesdes mais recorrentes. Na por¢cdo destacada em amarelo estdo representados os tipos
virais de baixo-risco oncogénico que infectam a pele e mucosas, e em rosa, os HPVs de
alto-risco oncogénico relacionados com o desenvolvimento de lesdes pré-invasivas e do
cancer. Fonte: Adaptado de EGAWA & DOORBAR, 2017.

Os subtipos de alto-risco (AR) sdo representados principalmente pelos genotipos
16,18, 31,33 ,35,39 ,45 ,51,52,56 ,58 ¢ 59. No caso especifico dos HPVs de alto-risco,

¢ descrita na literatura uma variagdo na distribui¢do geografica do virus. Entretanto os
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subtipos 16 e 18 possuem maior predominancia e sdo relatados em cerca de 70% das
neoplasias malignas do colo do utero (PIROG et al., 2014; DE SANJOSE et al., 2010).

Os HPVs dependem da diferenciacdo dos queratindcitos para a sua replicagdo. O
acesso do virus as suas cé€lulas alvo depende de microfissuras presentes no tecido, que
expdem as células da camada basal do epitélio escamoso estratificado. A captacdo e a
penetragdo do virus na célula acontecem por um mecanismo de endocitose semelhante a
micropinocitose, iniciando assim o ciclo viral ( RICHARDS et al., 2014; DOORBAR,
2012).

Uma vez dentro da célula, a acidez do endossomo favorece a liberacio do DNA
viral do capsideo. A perda do capsideo viral dentro da célula basal do hospedeiro permite
que o DNA do virus seja transportado para o nucleo, onde ira sofrer a agdo de fatores
nucleares da célula hospedeira, que interagem com a regido LCR do virus, ativando a
replicacdo e a transcrigdo virais. O virus utiliza a maquinaria celular do hospedeiro para
se replicar a partir da divisdo de células e da diferenciacdo do epitélio. Os Papilomavirus
devem replicar o seu genoma e empacota-lo em particulas virais, formando novos virions
infecciosos, sendo necessaria a producao da proteina E4, associada a maturagdo viral e a
alteracdo da matriz intracelular, além das proteinas L1 e L2 do capsideo, que sdo
responsaveis por montar as novas particulas virais que estardo prontas para serem
liberadas. Esse ¢ o ciclo classico do HPV para a producao de virus, ou ciclo produtivo;
(Figura S4) (DIGIUSEPPE et al., 2016; RICHARDS et al., 2014; DOORBAR, 2012,
HORVATH et al., 2010; BLACHON & DEMRET, 2003).

A integra¢do do genoma de HPVs AR ¢ frequentemente descrita nos casos de
CCE. Durante o evento de integracao, o DNA viral ¢ linearizado o que resulta na perda
de alguns genes virais, dentre eles o gene E2. Nesses casos, a proporc¢ao entre EI/E2 ¢
modificada, favorecendo assim a perda de controle da expressdao dos genes virais E6 ¢
E7. Os genes E6 e E7 codificam oncoproteinas que podem estimular a proliferagdo e a
transformagdo das células hospedeiras, cooperando sinergicamente na imortalizacao
celular, levando ao desenvolvimento do CCE (Figura S4). Ambas consistem em proteinas
multifuncionais que podem associar-se a proteinas reguladoras do ciclo celular. Mais
especificamente, as interagdes celulares desencadeadas por E6 e E7 sdo respectivamente
a degradacdo da proteina supressora de tumor p53 e a inibi¢do da Proteina do
Retinoblastoma (pRb,) contribuindo com a proliferagao celular descontrolada, supressao
de apoptose e aumento na atividade da telomerase; (PAL & KUNDU, 2020; BURK et al.,
2017).
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Figura S4. Ciclo de vida do HPV e progressao das lesoes intraepiteliais. A figura
mostra a exposi¢cdo das células basais do epitélio por microfissuras, que dessa forma sao
infectadas pelo HPV. O DNA viral na forma epissomal ¢ transportado ao nucleo da célula
hospedeira (nicleos roxos). Nas camadas mais superficiais do epitélio o virus inicia seu
processo de replicacdo. A progressao de lesdes de alto grau para o cancer invasor esta
associada com o rompimento do epissoma na por¢do E2 do genoma e a integra¢do do
DNA viral ao do hospedeiro (nucleos vermelhos), levando a superexpressdo das
oncoproteinas E6 e E7. Fonte: Adaptado de CROSBIE et al., 2013.
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ANEXO III- ACOES DE PREVENCAO E CONTROLE DO CANCER DE COLO
UTERINO

O cancer do colo do tutero (CCE) ¢ considerado como um problema de Satde
publica no Brasil, por se tratar de uma enfermidade de grande impacto na sociedade, com
altas taxas de prevaléncia e letalidade entre as mulheres, que muitas vezes ainda estdo
num periodo bastante produtivo de suas vidas (DA COSTA et al., 2017).

Uma caracteristica desse tipo de cancer € a sua consistente associacdo em todas as
regides do mundo, com o baixo Score socioecondmico, ou seja, com 0s grupos que tém
maior vulnerabilidade social, apresentando incidéncia duas vezes maior em paises menos
desenvolvidos. Esse aumento de incidéncia esta consistentemente relacionado a varios
indicadores de menor poder socioecondmico, incluindo o Score de educacdo, a renda e a
falta de ocupagdo. Alguns fatores relacionados ao comportamento sexual sdo
considerados de risco para o desenvolvimento do CCE, entre eles a multiplicidade de
parceiros sexuais, o inicio precoce da vida sexual, o tabagismo, entre outros, que estariam
associados a uma maior probabilidade de aquisi¢do ou de cronificagdo da infecc¢ao pelo
virus do Papiloma Humano (PARIKH, 2003).

As acdes para a prevencao do cancer de colo do titero no pais ocorrem basicamente
por meio de trés pilares: educagdo em saude, deteccao precoce das lesdes precursoras
mediante seu rastreamento, e vacinagao de grupos indicados (BRASIL, 2016).

A Educacdo em saide ¢ um pilar importante nessa triade, e compreende a
realizagdo de campanhas educativas voltadas para a prevencdo das doengas, o que torna
fundamental o conhecimento e a busca de auxilios nas Unidades de Satde e centros
educativos, com estratégias visando a cobertura da comunidade e apontando as principais
acoes necessarias, voltadas para publicos alvo e diminuindo os casos de 6bitos no Brasil
(SILVA et al., 2017)

O segundo pilar seria o exame citopatologico, considerado a forma mais eficaz de
rastreamento precoce do CCE, mas para isso ¢ muito importante atingir de forma
satisfatoria a maior cobertura possivel da populacao alvo, no &mbito da Atencdo Primaria,
para que assim se obtenha redugdo significativa da incidéncia e da mortalidade por cancer
do colo do utero. Segundo dados da literatura, as perspectivas para o que se considera de
“eliminacdo da doen¢a” - ou seja, quando a taxa de cancer cervical ¢ reduzida ao minimo
e ndo ¢ mais considerada prevalente na populagdo- ¢ atualmente definida como uma taxa

abaixo de 4 casos por 100.000 mulheres ao ano (LEHTINEN, et al., 2019).
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Em 2018, a OMS langou uma convoca¢ao mundial para a tentativa de eliminacao
do cancer cervical, de modo que o controle da doenga nao seria mais o objetivo principal,
mas sim a remocao da circulacdo de um dos principais agentes bioldgico carcinogénico
conhecido no mundo, o HPV. Um bom exemplo de sucesso nessa campanha ¢ observado
na Australia, onde um plano com esse foco ja foi colocado em pratica, a partir de métodos
de triagem diferentes: rastreamento citologico a cada 2 anos para mulheres com idade
inicial entre 18-20 anos indo até aos 69 anos e realizacdo do teste de HPV primario, a
cada 5 anos, para mulheres de 25-69 anos. Além disso, houve grande investimento nas
campanhas de vacinacdo em massa, inclusive incluindo os meninos, em 2013, ja
utilizando a vacina Nonavalente desde 2018. Com isso espera-se que a eliminagdo da
doenca possa ser atingida naquele Continente até 2028/35 (HALL, ef al., 2019; WHO,
2019).

No Brasil, segundo as Diretrizes do Ministério da Saude, o método de
rastreamento utilizado na prevencdo do cancer do colo do ttero e de suas lesdes
precursoras € o exame citologico, também conhecido como Papanicolaou. Segundo
LOPES & RIBEIRO (2019) este ¢ um exame simples, seguro e “acessivel”, ofertado no
Brasil gratuitamente nas Unidades Basicas de Saude. Os dois primeiros exames devem
ser realizados com intervalo anual, a partir dos 25 anos de idade, e se ambos os resultados
forem negativos, os proximos devem ser realizados a cada 3 anos. Os exames periddicos
devem seguir até¢ os 64 anos de idade. Para mulheres com mais 64 anos de idade e que
nunca se submeteram ao exame citopatologico, deve-se realizar dois exames com
intervalo de um a trés anos. Se ambos os exames forem negativos, essas mulheres podem
ser dispensadas de exames adicionais (ASHTARIAN et al., 2017; BRASIL, 2016;). Mas
infelizmente, ainda nos dias de hoje, muitas mulheres ndo realizam o exame por motivos
como: medo, vergonha, ansiedade, ignorancia, dificuldade de acesso aos Servicos de
Saude, falta de informagdo e falta de confian¢a no profissional de satide (LOPES &
RIBEIRO, 2019).

O terceiro pilar para a prevengdao do Cancer cervical seria a vacinagao contra o
HPV. O monitoramento dos Programas de vacinagdo ¢ fundamental para avaliar o seu
desempenho, quanto a cobertura e o impacto do uso das vacinas, e sua relagdo com os
indices de desenvolvimento e progressdo das doencas relacionadas ao HPV. Desde o
licenciamento das vacinas em 2006, os Programas de vacinagdo foram progressivamente
introduzidos em muitos paises, principalmente visando jovens meninas adolescentes de

10 a 14 anos (BRUNI ez al., 2016).
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Anos apds sua implementagdo, a vacina contra o HPV demonstrou sua eficécia
sobre trés principais desfechos, sendo o primeiro deles relacionado a diminuicdo da
infeccdo pelo Papilomavirus humano, que ¢ condi¢cdo determinante para a ocorréncia de
cancer cervical e lesdes intraepiteliais de alto grau. O segundo diz respeito a incidéncia
de verrugas anogenitais. A literatura foi ampla em demonstrar a eficécia da vacina contra
o HPV, na reducdo da incidéncia de condilomas observada em paises como a Republica
Tcheca, Australia, Dinamarca, Suécia, Nova Zelandia, EUA e aqui mesmo no Brasil. E
finalmente, o terceiro aspecto relacionado a eficacia da vacina contra o HPV estéd
associado a redugdo de lesdes cervicais de alto grau, que apresentam maior chance de
progressdo ao cancer de colo uterino. Estudos realizados na Australia e na Dinamarca
demonstraram associagdo estatisticamente significativa entre a vacinagdo ¢ a queda na
prevaléncia das lesdes de alto grau (BALDUR-FELSKOV et al., 2014; CROWE, et al.,
2014; BAANDRUP, et al., 2013).

Segundo o Ministério da Satude, dados publicados em 2018 sobre a cobertura
vacinal contra a infec¢do pelo HPV no pais, revelaram que 4 milhdes de meninas entre 9
e 14 anos completaram o esquema vacinal, correspondendo a 41,8% da populagdo
feminina nessa faixa etaria. Ja4 entre os meninos de 11 a 14 anos, apenas 911 mil
receberam as duas doses da vacina, correspondendo a apenas 12,7% dessa populagao-
alvo. Cabe a ressalva de que, na época do levantamento realizado, a vacina estava
disponivel para meninos ha apenas um ano — em 2017. Em relagdao a populacao de
meninas vacinadas, ainda que a cobertura de 41,8% alcangada seja um avango, ela esta
distante da meta de 70% estabelecido pelo Ministério da Saude (PACHECO, 2019;
MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Sendo assim, tornam-se necessarias agoes para aumentar a adesao populacional a
vacina contra 0 HPV. Algumas estratégias podem melhorar a cobertura vacinal infantil
em paises de baixa e média renda como oferecer maior informacdes os pais € outros
membros da comunidade sobre a importancia da vacinagdo, promover a integracdo da
vacinagao com outros Servicos de Saude. Além disso, o modelo de Assisténcia Primaria
a Saude (APS) do SUS permite estratégias mais ativas para aumentar a adesao, como a
flexibilizagdo do horério de funcionamento das Unidades Basicas de Saude, a vacinagdo
de casa em casa ou nas escolas, visitas domiciliares periddicas dos agentes comunitarios
de saude, com o objetivo de verificar o status vacinal da populagdo, e prover informagdes
sobre a importancia de prevenir a infec¢ao pelo HPV (MESHER et al., 2016; BRUNI et
al.,2019.)
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Portanto, ¢ necessario que haja uma real preocupacgdo com a gravidade da doenga
por parte de todos os responsaveis nos niveis Federais, Estaduais e Municipais, com uma
visao holistica, integral € humanizada, visando garantir o acesso aos Servigos de Saude,
e uma assisténcia de qualidade proporcionada por profissionais qualificados, com uma

infraestrutura adequada (SILVA et al., 2017).
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ANEXO IV- DADOS REFERENTES AS ANALISES DE o-INIBINA

% Células Porcentagem a-Inibina Intensidade a-Inibina Grau
Ndmero | Més/ano Score FD Score Fl Score FD Score Fl Idade do
FD | FI tumor
N C N C N Cc N C
6 05/10 0 4 0 0 3 4 0 0 2 2 39 1
8 03/11 4 0 4 4 0 0 2 2 0 0 34 1
9 07/10 4 0 1 4 0 0 1 1 0 0 25 1
11 06/11 4 1 4 4 4 4 4 3 4 3 51 1
13 06/11 0 4 0 0 4 4 0 0 4 2 59 1
16 05/11 0 4 0 0 4 4 0 0 2 1 45 1
19 03/11 1 4 4 4 4 4 2 1 3 2 74 1
21 07/10 4 0 2 4 0 0 2 3 0 0 42 1
25 04/12 4 4 4 4 0 0 2 1 0 0 40 1
29 07/11 4 1 4 4 4 4 2 1 4 2 62 1
30 01/11 4 0 4 4 0 0 1 2 0 0 60 1
32 01/11 2 2 4 4 4 4 1 1 3 3 38 1
1 02/11 3 1 3 3 2 3 1 1 2 2 46 2
3 05/09 4 4 4 4 0 0 4 4 0 0 50 2
4 07/09 2 2 4 4 4 3 3 1 4 1 63 2
5 07/09 3 0 2 4 4 4 3 2 4 2 75 2
7 09/10 1 4 4 4 4 4 3 2 4 1 53 2
4 03/11 4 0 2 4 0 0 1 1 0 0 48 2
12 09/11 4 0 4 4 0 0 2 1 0 0 32 2
15 05/11 4 4 4 4 0 0 3 2 0 0 34 2
17 07/08 4 0 4 4 0 0 2 1 0 0 30 2
18 06/09 4 1 4 4 4 4 3 2 3 2 42 2
20 02/11 1 1 4 3 4 4 2 1 2 1 38 2
22 09/11 1 3 4 4 3 4 2 1 1 1 57 2
23 07/08 3 3 1 4 3 4 1 1 2 4 52 2
24 07/09 1 3 4 4 4 4 2 1 1 2 37 2
26 12/12 1 3 3 4 3 4 1 2 1 2 70 2
27 08/09 4 0 4 4 0 1 2 2 0 0 72 2
28 12/11 1 4 3 4 4 4 3 2 3 1 45 2

Legenda: FD=Fen¢tipo diferenciado; FI= Fenotipo indiferenciado; N=ntcleo; C= citoplasma ; 1=

Carcinoma pouco diferenciado; 2= Carcinoma moderadamente diferenciado
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ANEXO V- DADOS REFERENTES AS ANALISES DA SUBUNIDADE BA

% Células PORCENTAGEM BA INTENSIDADE BA
Caso | Més/ano FD FI ED FI Grau do Idade
FD Fl tumor
N C C. C. C.
6 05/10 0 4 0 0 4 4 0 0 3 3 1 39
8 03/11 4 0 4 4 0 0 1 3 0 0 1 34
9 07/10 4 0 2 4 0 0 2 3 0 0 1 25
11 06/11 4 1 2 3 4 4 3 2 4 4 1 51
13 06/11 0 4 0 0 4 4 0 0 2 2 1 59
16 05/11 0 4 0 0 2 4 0 0 2 2 1 45
19 03/11 1 4 4 4 4 4 3 4 2 3 1 74
21 07/10 4 0 1 4 0 0 1 3 0 0 1 42
25 04/12 4 4 4 4 0 0 2 3 0 0 1 40
29 07/11 4 1 2 4 3 4 1 1 3 2 1 62
30 01/11 4 0 1 4 0 0 1 4 0 0 1 60
32 1/11 2 2 4 4 4 4 2 1 4 4 1 38
1 2/11 3 1 1 2 2 2 1 2 1 2 2 46
3 05/09 4 4 1 4 0 0 1 4 0 0 2 50
4 07/09 2 2 4 4 4 4 3 2 2 1 2 63
5 07/09 3 0 4 4 4 4 3 2 4 1 2 75
7 09/10 1 4 4 4 4 5 3 2 4 1 2 53
10 03/11 4 0 34| 5 0 0 1 3 0 0 2 48
12 09/11 4 0 1 4 0 0 1 2 0 0 2 32
15 05/11 4 4 1 3 0 0 2 2 0 0 2 34
17 07/08 4 0 0 4 0 0 0 3 0 0 2 30
18 06/09 4 1 4 4 4 4 4 4 4 4 2 42
20 02/11 1 1 3 4 2 4 1 2 1 2 2 38
22 09/11 1 3 1 3 0 4 1 3 0 4 2 57
23 07/08 3 3 1 4 3 5 1 2 2 3 2 52
24 07/09 1 3 1 3 2 4 1 2 3 2 2 37
26 12/12 1 3 3 4 3 4 3 3 2 4 2 70
27 08/09 4 0 3 4 0 0 2 1 0 0 2 72
28 12/11 1 4 1 4 2 4 1 2 2 1 2 45

Legenda: FD=Fenétipo diferenciado; FI= Fendtipo indiferenciado; N=nucleo; C= citoplasma; 1=
Carcinoma pouco diferenciado; 2= Carcinoma moderadamente diferenciado




ANEXO VI- DADOS REFERENTES AS ANALISES DA PROTEINA MCM7

ANEXOS

Caso

Més/ano

Profundidade.

Metastase

Metastase

pl6 mm Idade Grau FIGO direta distancia Linfonodos Tratamento Obito observagao
22 09/11 Invasdo do
1 4 57 2 1A1 0 0 0 HTA 0 miométrio
49 01/20 | 1 15 42 2 IA1 0 0 0 HTA 0
29 07/11 Adenocarcinoma
1 5 62 1 IA2 0 0 0 QT 0 |associado
8 03/11 | 1 4 34 1 IB 0 0 0 Qr 0 -
20 02/11 1 5 38 2 IB1 1 0 0 HTA NI | Metastase Bexiga
9 07/10 | 1 10 25 1 IB1 0 0 0 HTA 0 -
13 06/11 1 80 59 1 IB1 0 0 0 HTA 0 -
1 02/11 | 1 7 46 2 1B1 0 0 0 QT +RT 0 -
10 03/11 1 14 48 2 IB1 0 0 0 HTA 0 -
12 09/11 | 1 2 32 2 1B1 0 0 0 HTA 0 -
38 01/21 Em exames de
1 8 45 2 IB1 0 0 0 QT +RT 0 | acompanhamento
45 05/19 1 1 46 2 IB1 0 0 0 HTA 0 HIV +
56 08/20 10 36 IB1 1 0 HTA+ QT +RT Metastase Bexiga
15 05/11 ultimo dado do
15 34 2 IB2 0 0 0 HTA + RT NI prontuario 2011
21 07/10 25 42 1 1B2 0 0 0 HTA 0 .
40 05/19 Recidiva vaginal/
metdstase Pulmao
5 76 1 11B 1 1 1 QT+RT+BRAQ.| O e 0SS0
58 02/20 4 41 2 1B 0 0 0 HTA 0 -
43 10/20 Recidiva
1 4 43 2 I1B /IVA 1 1 1 QT +RT 1 |vaginal/metastase.
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reto, bexiga/ obito
11/21
26 12/12 Recidiva 1 ano/
7 70 A QT +RT NI | metastase pulmao
31 10/11 5 33 1B QT +RT NI | Metdastase Renal
5 07/09 3 75 nB QT +RT NI | Metastase pélvica
46 05/20 Recidiva Vaginal/
metastase pulmao
e bexiga/ obito
12 35 1B 1 1 HTA +Qt+RT 1 04/22
7 09/10 3 53 1B 0 0 QT +RT 0 -
2 01/08 Invasdo do
Miométrio /
4 32 1]} 0 QT +RT 0 | metdstase bexiga
54 08/19 6 41 IVA 0 QT +RT NI | metdastase bexiga
53 03/19 Data 6bito ndo
5 46 IVA 1 1 QT +RT 1 informada
33 06/10 Recidiva vaginal
9 68 IVA 1 NI QT + RT 1 obito 07/12
50 30/20 Metastase pulmao
e bexiga/ obito
4 60 IVA 1 1 QT +RT 1 08/20
37 07/19 Metastase Bexiga
QT +RT+ e reto/ obito
7 27 IVA 1 0 BRAQ 1 02/20
44 06/20 Metdstase
7 31 IVA 1 0 QT +RT 0 pélvica/ lupus
35 01/20 15 45 NI NI NI HTA+QT+RT NI
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55 08/19 recidiva
Vaginal/metéstase

1 3 72 1 NI 1 1 1 NI NI pulmao

59 01/21 Metdstase
0 2 56 2 NI 1 1 1 QT +RT NI | Pulmdo e cérebro

36 04/20 1 25 38 1 NI NI NI 0 NI NI -

23 07/08 | 1 4 52 2 NI 1 0 0 HTA NI -

16 05/11 1 3 45 1 NI 0 0 0 HTA 0 -

3 05/09 | 1 3 50 2 NI 0 0 0 QT +RT 0 -

41 05/19 1 3 53 2 NI 0 0 0 HTA 0 -

48 02/20 1 15 58 2 NI 0 0 0 HTA+RXT 0 -

51 10/20 | 1 6 55 2 NI 0 0 0 HTA 0 -

6 05/10 sem les3o residual
1 3 39 1 0 0 0 HTA 0 apds HTA

Legenda: QT= quimioterapia; RT= radioterapia; HT A= histerectomia abdominal total; BRAQ.= braquiterapia
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Abstract: Cemvical cancer (CC), the fourth most commaon type of cancer in women worldwide is
closely associatad with human papillomavirus (HPV) Infection. RAP1 protein plays
important roles in cell biclogy, participating in several signaling pathways, the
assembling and stabllity of cell junctions, cellular polarity, and migration. We
hypothesized that RAFP1 immunostaining varies in a cell type-dependent manner in CC
progression. Immunolocalization of RAP 1 was evaluated in pre-necplastic and
neoplastic leslons and the resulling Immunolabeling data was compared with HPV
Iinfection. In this retrospective cohort study, cervical paraffin-embedded tissues (PET)
fram 101 patlents were sored Into contral (M=13), altered cervicitis (CEH; N=06),
cervical intraepithelial neoplasia {CIN) grade 1 (N=25), CINZ (N=17), CIN3 (N=20) and
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Squamous call carcinoma (SCC; N=20) groups. A samiguantitative Immunoreactive
soore was employed to compare labeling intensity, cellular localization, nuclear
labeling, percentage, and distribution of reactive cells from stained areas among
distinet study groups, HPV detection and genolyping were performed by PCR and
Automatic DMA sequencing. Seventy-three % (72/88) of cervical specimens were
HPV+. The most detected high-risk (HR)-HPV type was HPY16 (T6%) followed by
HPV31 (B.45%), HPW33 (4.84%), and HPV45 (3.23%). RAP1 was localized in the
nucleus and cytoplasm of all sample tissues. Cytoplasmatic immunoscore (IRS) of
RAP1 was higher than nuciear IRS in all cervical epithelium layers of CINT, CINZ,
CIN3, and SCC groups. An important increase in the RAF1 intensity labeling was
observed according fo the lesion severity (p=0.013 and 0.017, respectively). These
data suggest that the RAP1 intensity staining is a good parametar for identifying mora
seveara cervical injuries Labeling of RAP1 was predominantly intense regardless of the
histopathological grading of SCC: 58% of MSCC and 70% of PSCC exhibited intense
Immunostaining. Therefore, RAP1 can be considered an efficient biomarker for
detecting invasive lesions, but less useful to distinguish between different grades of

SCC lypes.
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PARECER COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao de Proteinas reguladoras do ciclo e de vias de Sinalizagao celular na
patogénese do cancer cervical, e sua correlagdo com a infecgao pelo Papilomavirus

humano.
Pesquisador: ANNAMARIA RAVARA VAGO
Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 55168020.7.0000,.5149
Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.715.546

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de estudo retrospectivo, transversal, para analisar a expressao de proteinas reguladoras do ciclo
celular { P16 INK4a e Ki-67), reguladoras da duplicagio do DNA (MCMT7), e envelvidas na sinalizagao
celular (Ativinas, Inibinas, Folistatina, RAP1 e seus receptores) com o objetivo de avaliar o potencial dessas
moléculas como Biomarcadores celulares de desenvolvimento do Céncer cervical e sua correlagdo com a
infecgao pelo Papilomavirus humano nos tecidos tumorais.

O céncer de colo do utero & uma doenga gerada a partir de alteragdes no ciclo celular das células desse
tecido & essas mudangas levam g um crescimento celular desordenado que ndo & controlado pelo

organismo e pode ser causada pela infecgio do Papilomavirus Humano (HPY). Essa enfermidade constituiu

o terceiro tipo de tumor mais frequente na populagao feminina b ira e @ resp avel pela morte de uma
grande quantidade de mulheres por ano em todo o mundo. O carcinoma cervical, quando comparado as
demais neoplasias, apresenia alto potencial de prevencdo e cura, quanda diagnosticado precocemente por
analise morfologica de biopsia de lesdes suspeitas. Porem, devido a subjetividade das analises morfologicas
(variacdo inter observador), as taxas de resultados falso-negativo e falso-positivo tém variado bastante,
tornando-se necessania a descoberta de Biomarcadores especificos que possam aumentar a especificidade
e a sensibilidade de deteccdo de lesdes cervicais com malor risco de progressfo da doenga e, portanlo,
complementar o Exame Citolégico e o teste do DNA/HPY utilizado como
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padrao conferindo-lhe maior acuracia.

Este projeto se propoe a analisar a expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular (P16 INK4a e Ki-67),
reguladoras da duplicago do DNA (MCM7). e enveolvidas na sinalizagao celular (Ativinas. Inibinas,
Folistatina, RAP1 e seus receptores por exame de Imunochistoquimica em laminas histologicas obtidas de
150 amostras de tecido cervical incluldas em parafina, apresentando Neoplasias Intraepiteliais Cervicais
(NIC) de graus |, Il @ lll, 100 amostras parafinadas de Carcinoma cervical, e 30 amostras de tecido cervical
sem alteragdes neoplasicas (Controles), totalizando 280 amostras. Sera também analisado o status da
infecgdo pelo Papilomavirus Humano pela detecgdo do HPVY e Genotipagem dos tipos de HPV de alto-risco
por meio da técnica de PCR convencional e Nested - PCR, além da investigagio da Carga viral e do Estado
fisico do DNA do HPV 16 pela téenica de PCR em Tempo Real. Os dados obtidos pela detecgéo e
Genotipagem dos HPVs de alto risco serdo comparados com os dados de expressao das proteinas acima
descritas, envolvidas na regulacdo de importantes eventos celulares como proliferacéo, sinalizagéo &
apopiose,

A Hipotese dos pesquisadores @ que exista expressao das proteinas descritas em diferentes grupos de
lesdo cervical, com possivel expressdo elevada em amostras teciduais de cAncer cervieal, com correlacéo
significativa entre a expressao dessas proieinas e a infecgao pelo Papilomavirus Humanao,

Objetivo da Pesquisa:

QObjetivo principal; Analisar a expressio de proteinas reguladoras do ciclo celular, reguladoras da duplicacio
do DMA e envelvidas na sinalizagao celular em bidpsias cervicals portadoras de graus distintos Lesdes
Intraepiteliais Cervicais, e a sua correlagdo com a presenga e a persisténcia da infecgdo por HPVs de
altorisco. Avaliar o potencial dessas moléculas como Biomarcadores de progressao das lesdes do Cancer
carvical & com a infecgdo pelo Papilomavirus Humano.

Objetivo secunddrio:

1) Avaliar simultaneamente a area, a distribuic@o e a topografia da expressao citoplasmatica e nuclear das
proteina p16INK4a e Ki-67, respectivamente, em amostras cervicais de graus distintos de Neoplasias
Intraepiteliais Cervicais (NIC |, Il, lIl}, per meio da técnica delmuncflucrescéncia;

2} Avaliar, a area e a distribuiciio da expressao das proteinas MCM7, Ativinas, Inibinas e Folistatina por
meio da técnica de Imunohistoquimica, em arnostras de NIC I, Il e lil, & em amostras de Carcinoma cervical
de diferentes graus de diferenciagio.

3) ldentificar nas amostras de tecido cervical, a presenca da infeccdo pelo HPV e dos lipos de HPV
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de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58) por meio da reagio de PCR em amostras de DNA extraidas
das amaostras carvicais.

4) Avaliar a persisténcia da infecgdo pelo HPV 16 através da analise da integragdo do DNA viral nas células
do hospedeiro por meio da técnica de Hibridizagio in situ @ PCR em tempo real.

5) Avaliar uma possivel correlaco existente entre (i) a expresséo das proteinas P16INK4a , Ki-67, MCM7,
Ativinas, Inibinas e Folistating, (ii) o grau de lesdo cervical & o grau de diferenciagdo do Cancer cervical, {iil)
a presenca € a persisténcia da infeccdo viral e de tipos de alto risco, com o objetivo de determinar se a
expressdo dessas moléculas podera ser utilizada como Biomarcadores de fator de progressao, de
prognostico e de proliferagio das alteragdes celulares investigadas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos da pesquisa sdo os relacionados apenas ao vazamento de dados dos participantes,
entretanto os pesquisadores se comprometem a manter sigilo sobre a identidade dos pacientes participantes
da pesquisa, que se limitard a ulilizagdo das amosiras coleladas para fins exclusivamente cientificos. O
material de bidpsia a ser examinado ja fol coletado previamente, na ocasido da abordagem propedéutica
das pacientes.

Beneficios: A detecgio de biomarcadores do cancer cervical e sua correlagdo com a infecgdo pelo
Papilomavirus humano podem contribuir para maior sensibilidade e eficiéncia de Métodos diagndsticos
durante os procedimentos de triagem, acompanhamento & tratamento de mulheres portadoras de Lesdes
cervicals que poderdo evoluir so Cancer.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para as éreas de sadde publica, sadde da mulher e oncalogia.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

1) CARTA-REPOSTA AD PARECER CONSLIBSTANCIADO DO CEP, nimero 5,329 587
2) Folha de resto preenchida e assinada.

3) Apresentadas as Informacdes basicas do projeto

4) Aprovagao da Departamento de Morfologia - ICB UFMG Incluida

5) Instrumentos de coleta de dados apresentados

6) Projeto completo

7) Anuéncia do laberatorio Dr. Tafuri para participg8o no projeto
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8) Termo de constituigio de biorrepasitério

S)TCLE como carta convite, resguardando a confidencialidade dos dados, o anonimato, o direito a recusa, e
desisténcia de participagdo a qualquer momento sem gualguer prejuizo. Foi informado sobre o objetivo e a
metodologia. Os procedimentos para a guarda de dados estao claros no TCLE. Esclarece que nao havera
qualquer forma de pagamenlo. Dados do pesquisador e do COER relatados.

Recomendacoes:

Recomenda-se que os critérios de Iinclusdo & exclusdo sejam explicitados claramente, embora estejam
implicitos no texto da brochura do projeto.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Segue lista das pendéncias apresentadas no Parecer nlimero 5.329.587

PENDEMNCIA 1:"Incluir no projeto os critérios de inclusdo e exclusao de participantes”.

FPENDENCIA RESOLVIDA. Segundo a carta resposta “No presente Projeto os Critérios de inclusdo e de
exclusdo das participantes ndo foram alterados”,

Eles estdo implicitos no texto da brochura,

PENDENCIA 2; "Adequar texto do TCLE. EXCLUIR o texto referente ags riscos da biopsia, As biopsias ja
foram realizadas & ndo fazem parte desta pesquisa. Nesta pesquisa so sera analisado material que esta
armazenado em |laboratério, N&o serdo realizadas novas bigpsias”,

PENDENCIA RESOLVIDA, O texto foi adequado,

PENDENCIA 3: “Incluir no projeto informagbes de quando e como serdo colhidas as assinaturas no TCLE
apds o contato com as pacientes”.
PENDENCIA RESOLVIDA, As referidas informacdes foram incluidas no Projeto.

PENDENCIA 4: "ESCLARECER qual o procedimento serd tomado quando as pacientes (polenciais
participantes) ndo puderem ser contactadas, independentemente do motive, para solicitagdo do TCLE.
Ressalta-se que, caso haja a possibilldade de ndo conseguir entrar em contato com o participante para
ele(a) anuir o uso do material assinande TCLE, a proponente deve informar esse aspecto no protocolo, Por
exemplo, em caso de falecimento ou participante nae fol encontrado no contato (apos tentativas), pode-se
solicitar a dispensa condicional de TCLE para esses
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participantes, sendo necessario incluir TGUD para garantia de sigilo™

PENDENGIA RESOLVIDA. Um novo subitem foi acrescentado ao Projeto (brochura) do Pesquisador na
Secgdo 4. Materiais & Métodos — item 1. Populagio Estudada — Caraclerizagdo das Amostras: "1.1
Procedimento de acesso as Participantes do Estudo e Coleta das Assinaturas no TCLE™ no qual so
apresentadas tais informagdes. Gentileza consullar a pagina 22 do Projeto (brochura) do Pesquisador. Tais
modificacbes também foram acrescentadas no Protocolo de Pesquisa da Plataforma Brasil, Registra-se
também a inclusdo do TCUD ~ Terma de Compromisso de Utilizagao de Dados da Instituicdo Laboratario de
Anatomia Patologica Tafurl como nove documento do Projeto na Plataforma Brasil.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimenta da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagio relatorios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatario final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Dacumento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 28/09/2022 Aceilo
|do Projeto ROJETO 1515270.pdf 17:25:32

Qutros carta_coep_proj_Tafuri_Dilig.pdf 08/07/2022 |ANNAMARIA Acelto
16:27:04  |RAVARA VAGO

Qutros toud_tafuri_2022. pdf 08/07/2022 |ANNAMARIA Aceito
16:25:468 |RAVARA VAGO

Brochura Pesquisa |brochura_proj_tafuri_Dilig.pdf 08/07/2022 |ANNAMARIA Aceito
16:22:12 | RAVARA VAGO

TCLE / Termes de  |tcle_proj_tafuri_Dilig.pdf 08/07/2022 |ANNAMARIA Aceito

Assentimento / 16:21:44 |RAVARA VAGO

Justificativa de

Auséncia

Outros carta_coep_projeto_tafun.pdf 18/01/2022 | ANNAMARIA Aceito
12:13:00  |RAVARA VAGO

Projeto Detalhado /| brochura_proj_tafuri_rev.pdf 18/01/2022 |ANNAMARIA Aceito

Brochura 12:12:33 |RAVARA VAGO

Linvestigadar

Enderego: Av. Presidente Anfonio Carlos, 6827 ¢ 2° Andar ; Sala 2005 4 Campus Pampulha

Bairro: Unidade Administrativa |l CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: [31)3409-4552 E-mail: coep@prpo.ufmg. br
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TCLE / Termos de  |tcle_proj_tafuri_rev.pdf 18/01/2022 |ANNAMARIA Acaito

Assentimento [ 12:11:50  |RAVARA VAGO

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_rosto_tafuri, pdf 02/03/2020 |ANNAMARIA Aceito
15:35:08  RAVARA VAGO

Declaragao de Parecer_CD_Tafuri pdf 21/02/2020 | ANNAMARIA Aceito

Instituicdo e 14:56:28 |RAVARA VAGO

Infraestrutura

Declaragao de Termo_Anuenc_Tafuri. pdf 21/02/2020 |ANNAMARIA, Aceito

concordancia 14:54:51 RAVARA VAGO

Declaragao de Termao_BioRep Tafuripdf 21/02/2020 |ANNAMARIA Acelto

Manuseio Material 14:54:02  |RAVARA VAGO

Biolagico /

Biorepositario /

Biobanco

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego:  Av, Presidents Antonio Carlos, 6627 ¢ 2° Andar ¢ Sala 2005 ¢ Campus Pampulha

BELO HORIZONTE, 21 de Outubro de 2022

Assinado por:

Crissia Carem Paiva Fontainha

(Coordenador(a})

Bairro: Unidade Administrativa || CEP: 3127090
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ulmg.br
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CO-ORIENTACAO EM PROJETO DE EXTENSAO

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins, que LARA VERONICA DE ARAUJO LOPES,
Doutoranda do Programa de Pds - graduagcdo em Biologia Celular do Departamento
de Morfologia do ICB-UFMG, atuou como Co- Orientadora da aluna Alice Maria de
Oliveira Reis do curso de CIENCIAS BIOLOGICAS da UFMG, MATRICULA 2018113580,
Bolsista do Programa de Bolsas de Extensdao da UFMG — PROEX, no periodo de 12 de
Abril de 2021 até 02 de Abril de 2022, cumprindo a carga horaria de 10 horas

semanais. O Projeto de Extensdao sediado no Departamento de Morfologia do ICB-
UFMG no qual a Doutoranda atuou como Co-Orientadora é intitulado “Museu de

I"

Ciéncias Morfoldgicas: Ciéncia, Educacdo e Promogao Social”, e estd regularmente

registrado no SIEX-UFMG (Sistema de Informacdes da Extensdo) sob o numero

004833.

Belo Horizonte, 06 de Junho de 2022.

Profa. Annamaria Ravara Vago

Chefe Pro-Tempore do Departamento de Morfologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG
Portaria N° 4.035 de 31/07/2020.
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A divulga¢iio de conteiado cientifico em midias sociais como ferramenta
informativa sobre a Saiide da mulher, com foco no carcinoma de colo
- 1
uterino

Annamaria VAGO®
Alice REIS
Nycolle SOUZA*
Larissa PEIXOTO®
Lara LOPES®
Gleydes Gambogi PARREIRA’
Universidade Federal de Minas Gerais. Minas Gerais. Brasil

Resumo

O Carcinoma do Colo Uterino (CCL) € considerado uma das maiores causas de morte
por edncer na populagdo feminina, estando intimamente associado & infecgdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV). Devido & sua alta prevaléncia. torna-se necessirio o
desenvolvimento de projetos baseados na divulgagio de informagdes, de forma bastante
acessivel a populagio, sobre temas relevantes, relacionados ao controle e “a prevengio
do cincer, com foco principal direcionado as lesdes associadas ao HPV. Dessa forma,
postagens informativas mensais vém sendo realizadas no Insiggram do Museu de
Ciéncias Morfologicas (MCM) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com
o objetivo de transmitir informagdes de alta qualidade cientifica, para a populacio em
geral, e também as escolas de ensino basico e médio atendidas pela equipe do Museu.

Palavras-chave: HPV; CCU; Divulgacio Cientifica; Museu de Ciéncias Morfologicas
da UFMG: Instagran.
Introdugiio

O Carcinoma de Cole Uterina (CCU) € responsdvel anualmente pela morte de
muitas mulheres em todo o mundo, sendo que acima de 85% delas ocorrem em regides

com baixo poder socioecondmico (IARC, 2019; WHO, 2019). No Brasil, ¢ o terceiro

* Irabalho apresentado no Eixo de Comunicagoes ¢ Redes do ¥V Congresse de Extensio da AUGM

¥ professora da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Morfologia, ICB, email:
annarvago@gmail com

2 Estudante do Curso de Cigncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, bolsistas da PROEX-UFMG,
vinculadas a0 Museu de Ciéneins Morfologicas da UFMG, email; aliceolreisia/ gmail.com

4 Estudante do Curso de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, bolsistas da PROEX-UFMG,
vinculadas a0 Musen de Ciéncins Morfoldgicas da UFMG, email: nyeolle.deusir pmail.com

5 Mestre em Biologis Celular, Universidade Federal de Minas Gerais, Depertamento de Morfologia, 1CB. email:
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tipo de cancer mais frequente na populagdo feminina, ¢ a quarta causa de morte de
mulheres por cdncer no pais (INCA, 2020).

Diversos estudos epidemioldgicos e moleculares desenvolvidos nos aitimos 40
anos demonstraram que a infecgdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) de
alto risco oncogénico estd intimamente relacionado com a patologia do cincer cervical
(zur HAUSEN, 1977: MUNOZ ef al., 2004; CASTLE et al., 2005),

Em relagio ds estratégias de prevengdo das lesdes precursoras do CCU ¢ da
infecgdo do HPV, destaca-se o teste de rasireio, através do exame de Papanicolaou,
além da Campanha Nacional de Vacinagiio contra o HPV, disponiveis no Sistema Unico
de Saiade (SUS). Entretanto, considerando-se que ainda as taxas de incidéncia ¢ de
maortalidade do CCU siio elevadas, torna-se necessdrio o desenvolvimento de estratégias
de Saide gue levem também & informaglo para a populagdo feminina, de forma
acessivel, sobre os importantes aspectos relacionados ao controle e & prevenciio do
CCU. (RAMA et al.. 2006; PINTO ef al.. 2013).

Delineou-se assim o presente Projeto de Extensdo, gque esta sendo desenvolvido
por duas alunas do 6% periodo do curso de Ciéncias Biologicas da UFMG. Alice Reis e
Nycolle Souza que siio bolsistas da PROEX-UFMG e vinculadas ao Museu de Ciéncias
Morfologicas (MCM) da UFMG.

O Museu & aberto a comunidade e um de seus principais objetivos ¢ ampliar e
difundir o conhecimento através de diversas agdes desenvolvidas por sua equipe. Em
seus programas de pesquisa. agoes educativas, divulgagio cientifica e projetos sociais. o
Museu atua junto ao ensino fundamental e médio. com o objetiva de motivar a
ressignificagio do ensino de ciéncias e participa da formagdo de novos educadores em

ciéncias e de profissionais de saide. nos niveis de graduagiio e pos-graduagio.

Objetive Geral

Promover agdes que visem a divulgagio de informagdes sobre temas relevanies
baseados em publicagdes cientificas, relacionados & epidemiologia, patologia, fatores de
risco, estratégias de prevengdo e de controle do cincer, em geral, mas especialmente das
neoplasias que atingem a populagiio feminina, (i) através da elaboragio de texto

acessivel e material grifico sobre os temas relacionados ao cdneer, que serfio utilizados
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para a montagem de “posis” informativos veiculados por meio digital no fustagram:
promover a disseminagdo dos contelidos por meio de reunides digitais, com as Escolas
publicas que jd desenvelvem trabalhos e parcerias com o MCM da UFMG, visando
levar a informagdo sobre os métodos de conirole e prevengiio do CCU e da infecgio
pelo HPV,

Materiais e Métodos

Para a divulgagéio cientifica dos temas por meio dos posfs na piagina do
Instagram do Museu de Ciéncias Morfologicas da UFMG
(https:/‘www.instagram.com/museudecienciasmorfologicas/) ¢ realizada uma pesquisa
bibliografica sobre a tematica do cincer através de sites como Google académico,
Pubmed, INCA, entre outros, Apos a coleta de dados. realizamos reunides periddicas
para discutir as informagdes obtidas ¢ organizar a escrita e a parte grafica dos posis.

Todos os posts sdo elaborados através do CANVA (hitps://'www canva.com/),

uma plataforma de design grafico com vidrias opges gratuitas e algumas pagas,
disponivel na versio online e para download em 108 e Android. Nele é adicionado o
texto e as imagens que siio retiradas do proprio CANVA ou dos artigos utilizados como
referéncia, através do wpload realizado na plataforma. Apos a montagem do post que
serd publicado, uma revisio final ¢ feita em grupo para a aprovagio de todo o material

que sera postado.

Resultados

Até o presente momento, toram feitos dois posts no fnstagram do MCM, sendo
o primeiro uma abordagem geral do CCU e sua relagdo com o virus-HPV. intitulado
“HPV e o Cancer de Colo de Utero”, e o segundo. um panorama geral sobre a
incidéncia global do cincer. intitulado “Incidéncia Global do Cancer”. Além desses.
esta planejado para agosto um post intitulado *HPV e o Céncer de Pulmio”, para
abordar sobre a atuagio do virus no corpo humano e suas diferentes formas de
transmissdo. Futuras postagens irdo abordar questdes como os Fatores de risco do
Céncer cervical, Vacinas como forma de prevengdo do virus, diferencas do exame

preventivo pela Citologia convencional e Citologia em meio liquido. Além disso, no
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més de outubro pretendemos fazer um posr relacionado a estratégias de cuidado ds
mulheres portadoras de Cancer de mama, por ser 0 més de conscientizagio sobre o
assunto.

Além da divulgagdo realizada através das redes sociais, atualmente nosso grupo
estd organizando uma agdo a ser desenvolvida no 2° semestre de 2021 com algumas
Escolas Pablicas parceiras com o ohjetive de levar informagdes com linguagem facil ¢
de forma diddtica sobre os métodos de controle ¢ prevengdo do CCU e da infecgiio pelo
HPV.

16—

U Curta
C) comente

PV EO
[] satve CANCER DE

COLO DE

ﬂ Compartille CTERD

Figura 1: Imagens das postagens realizadas no [nsfagram do Museu de Ciéncias
Morfologicas da UFMG de maio a julho de 2021,

Conclusio

Projetos de extensido direcionados a divulgacio de conteude cientifico. com o
objetivo de levar informagiio sobre temas associados a diversos tipos de cincer e lesdes
que afetam a populagio feminina, mas especialmente daqueles associados a infecgio

pelo HPV sio de extrema importancia. As postagens realizadas na pagina do Instagram

1850

ANEXOS




V CONGRESSO DE ﬁ
EXTENSAO DA AUGM

UFSM
UNIVERSIDADE E SOCIEDADE 1
CONECTADAS PARA D .:“ ’f:.
DESENVOLVIMENTO e
REGIONAL SUSTENTAVEL e AT

do Museu de Ciéncias Morfologicas da UFMG tém levade conhecimento & populagio
de modo geral e a grupos de criangas e adolescentes, alunos do Ensino fundamental e
médio de escolas situadas em Belo Horizonte, cumprindo assim um papel importante
das Universidades Federais, relacionado & prestagio de servigo a comunidade,

promovendo interagdo entre a Universidade e a Sociedade.
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