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RESUMO 

O sistema ativina-inibina-folistatina regula proliferação, diferenciação e tumorigênese 

celular. Os componentes deste sistema são expressos no câncer cervical, sendo este 

associado à infecção pelo papilomavírus humano (HPV). A nossa hipótese é de que 

a expressão da subunidade βA-ativina/inibina e a da folistatina (FST) varia em lesões 

cervicais pré-neoplásicas e neoplásicas. Portanto, foi avaliada a imunolocalização 

celular da subunidade βA-ativina/inibina e da FST em biopsias cervicais de diferentes 

estágios de desenvolvimento neoplásico, e a associação desses resultados com a 

infecção pelo HPV. Neste estudo retrospectivo, tecidos cervicais incluídos em parafina 

obtidos de 162 pacientes foram diagnosticados por histopatologia em controle (n=15), 

neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grau 1 (n=38), NIC2 (n=37), NIC3 (n=39) e 

carcinoma cervical escamoso (CCE n=33), e processados por imunohistoquímica para 

detecção da expressão da subunidade βA-ativina/inibina e FST. Um escore de 

imunomarcação (IRS) semiquantitativo foi empregado para comparação da área 

tecidual marcada, entre os grupos. A detecção e genotipagem do HPV foram 

realizadas por PCR. Um total de 59% (n=88) das amostras cervicais foram positivas 

para o DNA-HPV. O tipo de HPV de alto risco mais detectado foi o HPV16 (54%; 

n=44), seguido pelo HPV18 (21%; n=17). A idade das pacientes e a presença do 

HPV16 foram maiores em CCE vs Controle. A subunidade βA-ativina/inibina e a FST 

foram localizadas no núcleo e citoplasma de todas as amostras. Os IRS 

citoplasmáticos da subunidade βA-ativina/inibina e da FST foram maiores que o IRS 

nuclear em todas as camadas do epitélio cervical nos grupos NIC1, NIC2, NIC3 e 

CCE. Uma diminuição significativa (p<0,05) no escore citoplasmático e nuclear da 

subunidade βA-ativina/inibina foi verificada em todas as camadas epiteliais cervicais 

de NIC1, NIC2, NIC3 e CCE, comparado ao grupo controle. O escore nuclear da FST 

apresentou redução significativa (p<0,05) em camadas epiteliais específicas de NIC1, 

NIC2, NIC3 e CCE comparado ao Controle. A diminuição do IRS da subunidade βA-

ativina/inibina e FST nos estratos do epitélio cervical em estágios específicos das 

NICs sugere que o sistema ativina-inibina-folistatina participa da perda do controle da 

proliferação de células cervicais pré-neoplásicas e neoplásicas. É importante ressaltar 

que essa diminuição pode estar relacionada à persistência da infecção por HPV16. 

Palavras-chave: βA-ativina/inibina; folistatina, NIC; CCE; HPV. 



ABSTRACT 

Cervical cancer (CC) associated with human papillomavirus (HPV) infection is the 

fourth most common type of cancer in women. The activin-inhibin-follistatin system 

regulates several cellular processes including proliferation, differentiation and 

tumorigenesis. We hypothesized that βA-activin/inhibin subunit and follistatin 

immunostaining vary in a cell type-dependent manner in pre-neoplastic and neoplastic 

cervical lesions. Therefore, we evaluated the immunolocalization of the βA-

activin/inhibin subunit and follistatin in tissues corresponding to different stages of 

cervical neoplasia, and associated the resulting immunolabeling data with HPV 

infection. In this retrospective study, cervical paraffin-embedded tissues from 162 

patients sorted in control (n=15), cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grade 1 

(n=38), CIN2 (n=37), CIN3 (n=39) and Squamous cell carcinoma (SCC; n=33) groups 

were examined for βA-activin/inhibin subunit and follistatin immunolocalization. A 

semiquantitative immunoreactive score (IRS) was employed to compare the stained 

area among groups. HPV detection and genotyping were performed by PCR. Fifty-

nine % (n=88) of all cervical specimens were HPV+. The most detected high-risk (HR)-

HPV type was HPV16 (54%; n=44) followed by HPV18 (21%; n=17.4). Patient age and 

HPV16 genotyping were higher in SCC vs Control. βA-activin/inhibin subunit and 

follistatin were localized in the nucleus and cytoplasm of all sample tissues. 

Cytoplasmatic IRS of βA-activin/inhibin subunit and follistatin was higher than nuclear 

IRS in all cervical epithelium layers of CIN1, CIN2, CIN3 and SCC groups. A significant 

decrease (P<0.05) in cytoplasmic and nuclear IRS of βA-activin/inhibin subunit was 

detected in all cervical epithelial layers from Control to CIN1, CIN2, CIN3 and SCC 

groups. Only nuclear follistatin IRS exhibited significant reduction (P<0.05) in specific 

epithelial layers of cervical tissues from CIN1, CIN2, CIN3 and SCC, in comparison to 

tissues from Control group. Decreased βA-activin/inhibin subunit and follistatin IRS in 

cervical epithelium layers at specific stages of CIN progression suggests that the 

activin-inhibin-follistatin system participates in the loss of differentiation and 

proliferative control of pre-neoplastic and neoplastic cervical cells. Importantly, this 

decrease may be related to the persistence of HR-HPV infection during the 

progression from cervical pre-neoplastic lesions to SCC. 

Keywords: βA-activin/inhibin; follistatin; CIN; SCC; HPV.   
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1. Revisão da Literatura 

1.1 Câncer do Colo do Útero 

O Carcinoma Cervical Escamoso (CCE) é o quarto tipo de câncer mais 

frequente em mulheres ao redor do mundo (Organização Mundial da Saúde, 2018), 

Ocorrendo principalmente em países com baixo nível de desenvolvimento sócio 

econômico (la Garza-Salazar, de et al., 2017; Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva - INCA, 2019). É um tipo de câncer que pode ser evitado, e 

em  países que possuem programas consolidados de prevenção e controle, observou-

se diminuição nas taxas de incidência e de mortalidade em até 75% (Zheng et al., 

2019). 

No Brasil este câncer é o terceiro tipo mais frequente, com 16.590 novos casos 

por ano e uma mortalidade de 6,2% do total dos casos de câncer estimados (Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva - INCA, 2019). A incidência do 

câncer do colo do útero no Brasil é maior nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste 

(Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva - INCA, 2017). 

Segundo a OMS, o câncer do colo do útero é classificado em duas categorias, 

o carcinoma de células escamosas (CCE) e o adenocarcinoma (Jiménez-Wences et 

al., 2014). O CCE corresponde à grande maioria dos casos, e são originados de 

neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) não invasoras, que podem ser detectadas 

por exame citológico ou histopatológico (Solomon, 2002; National Institute of Health - 

NIH, 2017). 

 

1.2 Papilomavírus Humano (HPV) 

O desenvolvimento do CCE está fortemente associado à infecção pelo HPV, 

cuja transmissão ocorre principalmente por via sexual (Crosbie et al., 2013; Groves & 

Coleman, 2015). Tal infecção é considerada um “pré-requisito” para o surgimento das 

lesões, mas, por si só não seria suficiente para o desenvolvimento do câncer do colo 

do útero (Zheng et al., 2019), sendo necessária a contribuição de fatores relacionados 

ao hospedeiro (endógenos e exógenos), assim como de fatores relacionados ao vírus 

(Chelimo et al., 2013; Groves & Coleman, 2015; Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva - INCA, 2018). 



18 
 

Dentre os fatores endógenos relacionados ao hospedeiro figuram: fatores 

genéticos, status funcional do sistema imune, maior acessibilidade e susceptibilidade 

das células metaplásicas da junção escamo-colunar (JEC) do colo uterino à infecção 

pelo HPV, diversidade da microbiota cérvico-vaginal e o histórico familiar (Gadelha et 

al., 2017; Shannon et al., 2017; Harden & Munger, 2017; Tommasino et al., 2011; Burd 

& Dean, 2016; Zheng et al., 2019).  

Exemplos de fatores exógenos ao hospedeiro, associados ao desenvolvimento 

do câncer de colo são o trauma no epitélio de revestimento do colo do útero, o uso de 

contraceptivos orais por períodos longos, o estresse, o tabagismo e a deficiência 

nutricional. Fatores exógenos ao hospedeiro que acarretam um maior risco de contrair 

a infecção pelo HPV são a iniciação precoce da atividade sexual, a multiplicidade de 

parceiros sexuais, a presença de coinfecções com outros patógenos e de outras 

infecções sexualmente transmissíveis (ISTs) (Chelimo et al., 2013; Hong & Laimins, 

2017; Torre et al., 2017; Aksoy et al., 2017; Sellors, John W. Sankaranarayanan, 2003; 

Zheng et al., 2019).  

Entre os fatores relacionados ao HPV destacam-se: o potencial oncogênico do 

tipo de HPV infectante e a carga viral que podem permitir uma maior persistência da 

infecção pelo HPV, acarretar instabilidade cromossômica em sítios do genoma do 

hospedeiro e facilitar a integração do genoma viral ao DNA do hospedeiro (Martins et 

al., 2016; Sanjosé, de et al., 2018; Durzynska et al., 2017). 

A persistência do HPV pode ser causada por uma infecção subclínica (Egawa 

et al., 2015), na qual se favorece a replicação viral e a produção de partículas virais, 

aumentando dessa forma a probabilidade de desenvolvimento de lesões intra-

epiteliais. Nesse processo, fatores relacionados aos distintos tipos de HPV estão 

potencialmente envolvidos (Egawa et al., 2015; Schiffman et al., 2016; Borruto & 

Ridder, De, 2012). 

 

1.2.1 O genoma do HPV 

Pertencendo à família Papovaviridae (Bujarski et al., 2019), o HPV é um vírus 

não envelopado e icosaédrico de tamanho aproximado de 55 nm (Lima, 2017; Zheng 

et al., 2019). A ausência de um envelope lipídico o torna mais estável, portanto mais 

infecioso durante meses em ambientes geralmente desfavoráveis a outros vírus (la 

Garza-Salazar, de et al., 2017). Como característica geral, o HPV apresenta um 
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genoma composto de DNA fita dupla, circular, epissomal, com aproximadamente 8 Kb 

(Ibeanu, 2011; Johannsen & Lambert, 2013). 

 

 

Figura 1. Estrutura do vírus do HPV. O vírus HPV tem forma icosaédrica, coberta por um Capsídeo 
formado por 72 capsômeros constituídos por duas proteínas estruturais: a proteína principal do 
capsídeo (L1) e a proteína secundária do capsídeo (L2). No interior do capsídeo está localizado o DNA 
de fita dupla circular. 

 

O genoma do HPV se divide em três regiões funcionais: duas regiões 

codificadoras denominadas ORFs (Open Reading Frames) e uma região reguladora, 

longa, denominada LCR (Long Control Region). De fundamental importância, as duas 

ORFs são classificadas como: (i) Região precoce (Early Region – E), que apresenta 

atividade transcricional desde os primeiros estágios da infecção, e composta pelos 

genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7; e a (ii) Região tardia (Late Region– L), expressa nos 

estágios finais da infecção viral, sendo composta pelos genes L1 e L2; (Groves & 

Coleman, 2015; Graham, 2017).  
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Figura 2. Estrutura do genoma do HPV 16. O genoma circular do HPV é composto por 8.000 pares 
de bases em fita dupla. No esquema está representada a organização dos genes que codificam as 
proteínas precoces (E-Early), as proteínas tardias (L-Late) e a região reguladora longa (LCR-Long 
Control Region), com suas respectivas funções. 

 

Região precoce (Early Region – E) 

As proteínas codificadas pelos genes da região precoce E participam da 

replicação viral e da transformação das células do hospedeiro. Os genes localizados 

nessa região que contem cerca de 4000 pares de bases, induzem a expressão de 

proteínas reguladoras denominadas E1 e E2 (que atuam na replicação e na 

transcrição do DNA viral), E4 (na amplificação do vírus), e E5, E6 e E7 (atuam na 

imortalização/transformação de queratinócitos) (Chan et al., 2019; Zheng et al., 2019).  

O gene E1 é um dos mais conservados entre diferentes tipos de HPV. Durante 

a replicação a proteína E1 é encarregada de copiar o genoma viral no núcleo da célula 

infectada (Bergvall et al., 2013), e de manter a sua replicação dentro da mesma 

(Egawa et al., 2012). A E1 se liga à Origem de Replicação (ORI) - sequência no 

genoma onde a replicação se inicia, promove a abertura da dupla-fita de DNA, e inicia 

a replicação, do DNA celular e do DNA viral, sendo este processo afetado pela baixa 
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especificidade de E1 pelos sítios de ligação no DNA da célula hospedeira (Bergvall et 

al., 2013). 

A proteína codificada pelo gene E2 é a principal em regular a transcrição viral 

podendo ativar ou reprimir a transcrição dos genes virais, desempenhando um 

importante papel regulador na expressão dos oncogenes E6 e E7 (McBride, 2013; 

Durzynska et al., 2017). A E2 também sustenta e intensifica as funções de E1 na 

replicação, promovendo o recrutamento e o reconhecimento de E1 a sítios da ORI, e 

assim dar início à replicação viral na célula do hospedeiro (Bergvall et al., 2013; 

Anacker & Moody, 2017). 

Durante a divisão de células infectadas, a proteína E2 interage com proteínas 

do hospedeiro associadas à cromatina para facilitar a retenção, a manutenção e a 

duplicação do genoma viral (McBride, 2013; Graham, 2016, 2017). É importante 

salientar que as funções de E2 podem ser interrompidas por mutações no gene que 

a codifica, ou pela integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, impedindo a 

atividade repressora da transcrição exercida por E2 e favorecendo a expressão dos 

genes virais E6 e E7 (McBride, 2013). 

O gene E4 foi descoberto em verrugas induzidas por infecção pelo HPV, pois 

o transcrito de E4 é o detectado em maior quantidade neste tipo de lesão, razão pela 

qual a proteína E4 é utilizada como marcador de intensidade dessas alterações 

cutâneas ou genitais. Este marcador é mais abundantemente encontrado nos estratos 

superior e intermediário do epitélio estratificado da pele ou mucosas, durante a 

infecção ativa (Doorbar, 2013; Griffin et al., 2015).  

A E4 está relacionada à etapa tardia da infecção, momento onde é expressa 

para modular a amplificação do genoma e a produção de virions (Doorbar, 2013; 

Tommasino et al., 2011). Também se sugere que a E4 tenha função de alterar a 

estrutura da rede de cito-queratina das células infectadas para formar uma estrutura 

cornificada e facilitar a liberação e a transmissão do vírus (Ibeanu, 2011; Doorbar, 

2013; Tommasino et al., 2011). E por último foi descrita a capacidade de E4 em inibir 

a proliferação celular na fase G2 do ciclo celular (Doorbar, 2013) 

A proteína E5 atua modulando a atividade de proteínas celulares, 

especialmente na replicação viral, mas não apresenta potente ação transformadora, 

além de necessitar de cofatores para aprimorar sua atividade (Venuti et al., 2011; 
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Tommasino et al., 2011). O potencial carcinogênico de E5 se relaciona com a 

hiperplasia epidérmica, necessitando do Receptor do Fator de Crescimento 

Epidérmico (EGFR – Epidermal Growth Factor Receptor) - presente na membrana 

plasmática da célula hospedeira - para apresentar atividade transformadora e 

mitogênica (DiMaio & Petti, 2013; Johansson & Schwartz, 2013; Mattoscio et al., 

2018). É reportado em estudos in-vitro, que a E5 também promove a fusão de células 

formando células binucleadas, assim como causa a duplicação do número de 

cromossomos por endo - replicação, para finalmente, produzir instabilidade 

cromossômica durante a divisão celular. É sugerido ser essa a via pela qual a E5 induz 

a transformação da célula que irá favorecer a progressão das neoplasias (DiMaio & 

Petti, 2013). 

Na replicação, a E5 permite aos queratinócitos diferenciados manter a 

capacidade proliferativa, tornando-se necessária para a amplificação do genoma viral 

e a ativação dos genes tardios (DiMaio & Petti, 2013; Graham et al., 2017). 

Adicionalmente em conjunto com E6, a E5 induz a formação de vacúolos 

perinucleares ou coilócitos, tornando a célula frágil e favorecendo a liberação do HPV 

para o meio extracelular (Venuti et al., 2011; DiMaio & Petti, 2013). A expressão de 

E5 contribui para o aumento das funções de E6 e E7, favorecendo a progressão ao 

câncer (Venuti et al., 2011; Oliveira, 2016; Durzynska et al., 2017).  

A principal proteína viral indutora de transformação carcinogênica celular, a E6, 

se une a uma proteína Ubiquitina ligase - a Proteína Associada a E6 ou E6AP (E6-

Associated Protein) - e ao supressor de tumor p53 (que têm ação no controle do ciclo 

celular e inibição do processo de crescimento tumoral), para formar assim o complexo 

E6/E6AP/p53, que será ubiquitinizado e em consequência, degradado em 

proteossomas (Hoppe-Seyler et al., 2018; Wallace et al., 2017).  

A E6 é capaz de se ligar a proteínas com domínio PDZ - sequência de 

aminoácidos homologa às encontradas nas proteínas P Post-synaptic density 95 - 

PSD-85, D Discs large - Dlg; Z e Zonula occludens-1 - ZO-1. As proteínas PDZ 

permitem a ligação de E6 a receptores da membrana para ativar a telomerase. Esta 

consiste em grande complexo enzimático que adiciona repetições terminais nos 

telômeros, sequências localizadas ao final dos cromossomos da célula hospedeira. 

Por meio da ativação da telomerase, a E6 induz ao aumento do tempo de vida dos 
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queratinócitos, além de sua capacidade de replicação (Pol, Vande & Klingelhutz, 2013; 

Hoppe-Seyler et al., 2018).  

A proteína E6 permite ainda a evasão das células à apoptose mediante 

ativação de NF-kB (Nuclear Factor-kappa B) - complexo proteico que atua no controle 

da transcrição do DNA, e que induz a expressão de cIAP2 (Cellular Inhibitor of 

Apoptosis Protein 2), proteína inibidora de apoptose. Além disso, a E6 pode se unir à 

Pró - caspase 8, evitando a resposta da célula ao estímulo apoptótico (Pol, Vande & 

Klingelhutz, 2013; Lima, 2017). A E6 também contribui à evasão da resposta imune, 

aumentando a resistência da célula hospedeira aos estímulos antivirais induzidos 

pelos Interferons (Pol, Vande & Klingelhutz, 2013). 

Juntamente com a atividade de E6, a ação da proteína E7 é uma das mais 

estudadas. A E7 se une ao supressor de Tumor - a proteína do Retinoblastoma (pRb), 

sendo este degradado e inativado, e favorecendo à proliferação celular (Porter et al., 

2017; Hoppe-Seyler et al., 2018; la Garza-Salazar, de et al., 2017). A proteína pRb 

des-fosforilada pode inibir a progressão do ciclo celular se ligando ao Fator de 

transcrição E2 ou E2F (Transcription-factor E2), o qual regula o ciclo celular e a 

síntese de DNA (Doorbar et al., 2012; Sanjosé, de et al., 2018). A E7 se une com 

menor afinidade à Proteína do Retinoblastoma tipo 2 ou p130 (Retinoblastoma-Like 

protein2), e à Proteína do Retinoblastoma tipo 1 ou p107 (Retinoblastoma-Like 

protein1), fatores de transcrição que regulam o ciclo celular pela interação com o Fator 

de transcrição E2F, e assim desencadeiam uma maior proliferação celular (Schiffman 

et al., 2016; Anacker & Moody, 2017; Moody et al., 2017). 

Outra função de E7 é manter a atividade de Cdk2 ou Quinase Dependente de 

Ciclina 2 (Cyclin Dependent Kinase 2), por interação com as Ciclinas E e A, mantendo 

os níveis elevados da Fosfatase Cdc25a, e assim bloqueando a fosforilação inibitória 

de Cdk2. Quando des-fosforilada Cdk2 favorece a replicação viral promovendo o 

acúmulo de E1 no núcleo celular, e favorecendo dessa forma a amplificação viral 

(Ibeanu, 2011; Crosbie et al., 2013; Moody et al., 2017). Quando expressa na ausência 

da proteína E6, a proteína E7 promove a apoptose de linhagens celulares de câncer 

do colo do útero, mas quando é co-expressa com à proteína E6, a E7 permite à célula 

escapar deste mecanismo de defesa celular (Hoppe-Seyler et al., 2018). 
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A expressão persistente das oncoproteínas E6 e E7 favorece o 

desenvolvimento do Câncer invasivo, pelos efeitos destas sobre a instabilidade 

cromossômica, e a alteração do ciclo de duplicação do centrossoma (Pol, Vande & 

Klingelhutz, 2013; Roman & Munger, 2013; Graham, 2017). Como será destacado 

adiante, durante a integração do DNA do HPV ao genoma do hospedeiro pode ocorrer 

a quebra das regiões reguladoras E1/E2, resultando na super - expressão das 

oncoproteínas E6 e E7 (McBride, 2013; Roman & Munger, 2013).  

Região tardia (Late Region– L) 

Esta é a região do genoma viral que codifica as proteínas constituintes do 

capsídeo viral, e que facilitam o ingresso do HPV na célula hospedeira (Graham et al., 

2017).  

A L1 é a proteína principal do capsídeo e que apresenta maior exposição na 

superfície do vírus. Esta faz o primeiro contato com a célula do hospedeiro, interagindo 

com carboidratos de Sulfato de Heparan (Heparan sulfate - HS) expressos nos 

proteoglicanos da membrana (Buck et al., 2013). Esta interação permite a exposição 

de L2 que será clivado pela Furina - uma protease celular, permitindo ao HPV se unir 

a um receptor, ainda não identificado, da superfície da célula (Buck et al., 2013; Zheng 

et al., 2019). Após a internalização há a acidificação de vesículas de endocitose, onde 

ocorre a perda do capsídeo viral e a retenção das partículas de L1 dentro dos 

endossomas da célula hospedeira (Buck et al., 2013; Zheng et al., 2019).  

A proteína L1 poderá induzir o desenvolvimento da resposta imune do 

organismo, com indução da produção de anticorpos anti - HPV a partir dos 6 meses 

após infeção (Crosbie et al., 2013). Sendo L1 uma proteína antigênica do HPV, a sua 

síntese por expressão recombinante em leveduras e células de insetos tem sido 

utilizada para a produção de diferentes vacinas anti - HPV (Crosbie et al., 2013; Chan 

et al., 2019).  

Finalmente, por ser o gene mais conservado do genoma viral, a classificação 

do HPV é baseada na variação da sequência de nucleotídeos da ORF do gene L1, 

onde os diferentes gêneros apresentam uma homologia nas sequências de acima de 

60%, e são da mesma espécie de HPV se exibem uma homologia das sequências de 

L1 entre 60% a 70%. Nos tipos de HPV ocorre variação de acima de 10% das 

sequências de L1 entre tipos de HPV já existentes, e quando dentro de um mesmo 
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tipo há uma variação entre 2% e 10% das sequências de L1 esses são classificados 

em subtipos. Uma nova variante do HPV é descrita quando a variação nas sequências 

de L1 é menor do que 2% (De-Villiers et al. 2004, Bzhalava et al., 2015; Sanjosé, de 

et al., 2018). 

A proteína secundária do capsídeo, a L2, quando clivada pela protease celular 

Furina, facilita a ligação do HPV ao receptor secundário da superfície da célula 

hospedeira (Wang & Roden, 2013; Zheng et al., 2019). Após sua internalização no 

interior dos endossomas, o HPV passa por uma dissociação onde perde a proteína 

L1. Porém a proteína L2 consegue deixar o endossoma junto com o DNA viral (viral 

DNA – vDNA), sob a forma de complexo L2-vDNA, para logo interagir com as 

proteínas motoras associadas ao Citoesqueleto, as cadeias leves T1 e T3 da Dineína 

(Dyneine - Dyn) - DYNLT1 e DYNLT3 (Dynein light-chain 1 e Dynein light-chain 3), e 

mobilizar-se com o DNA viral pelo citoplasma até ganhar acesso ao núcleo celular 

(Wang & Roden, 2013).  

Ainda é pouco conhecido o modo pelo qual o complexo L2-vDNA ingressa 

dentro do núcleo celular. Uma possibilidade é que seja através dos poros nucleares 

mediante a interação com a sequência dos Sinais de Localização Nuclear (SLN) de 

Carioferinas e componentes do Complexo do Poro Nuclear (CPN). Outra possibilidade 

seria o complexo L2-vDNA aproveitar as fases do ciclo nas quais o Envoltório Nuclear 

(EN) não estaria completamente aderido ao DNA da célula hospedeira, como 

observado ao final da Interfase e/ou início da Prófase. Uma terceira possibilidade de 

acesso seria pela interação do complexo L2-vDNA com a proteína HSC70 (Heat Shot 

Cognate 71 kDa) a qual participa tanto do transporte pelo citoplasma, quanto do 

ingresso de várias proteínas ao núcleo (Wang & Roden, 2013). 

Adicionalmente, durante o ciclo produtivo viral as proteínas L1 e L2 são 

expressas nas células das camadas superficiais do epitélio, onde ocorre a associação 

dessas proteínas para formação do capsídeo dos novos vírus, que serão 

posteriormente liberados da célula como já descrito (Ibeanu, 2011; Buck et al., 2013; 

Crosbie et al., 2013; Moody et al., 2017). 

Região reguladora longa (Long Control Region – LCR) 

Com aproximadamente 1000 pares de bases a LCR é a região não codificadora 

do genoma viral, importante na regulação da replicação e transcrição virais, porque 
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apresenta a ORI (Johannsen & Lambert, 2013) e os promotores da transcrição de 

sequências da região E, os quais podem variar segundo o tipo de HPV (promotores 

p97 no HPV16 e p105 no HPV18) (Graham, 2017; Anacker & Moody, 2017). 

 

1.2.2 Classificação do HPV 

Até o momento, mais de 200 tipos distintos de HPV já foram caracterizadas e 

agrupados em cinco gêneros baseados na homologia da sequência de L1: α (alfa), β 

(beta), γ (gamma), μ (mu) e ν (nu) (Doorbar et al., 2012; Egawa et al., 2015; Graham, 

2017). Neste contexto, 90% dos tipos de HPV pertencem ao grupo α (alfa) e β (beta), 

e são classificados segundo o seu potencial oncogênico: no grupo α estão os 

principais tipos causadores de câncer e no grupo β os tipos associados a infeções 

assintomáticas (Doorbar et al., 2012; Ikenberg, 2014; Graham, 2017). Também são 

agrupados segundo o tropismo: aqueles que infectam a superfície da pele como HPVs 

cutâneos, e aqueles que infectam a mucosa da cavidade oral, trato respiratório e trato 

ano genital, como HPVs mucosotrópicos (Mistry et al., 2008; Fernandes et al., 2013; 

Kwak et al., 2014). 

De acordo com o seu potencial oncogênico, relacionado ao desenvolvimento 

do câncer em diversos sítios anatômicos, os tipos de HPV podem ser classificados 

em duas categorias: (i) os HPVs de alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 

56, 58, 59, 66 e 68), onde os HPV16 e HPV18 são os mais prevalentes por estarem 

presentes na maior parte dos casos de câncer do colo do útero, e (ii) os HPVs de 

baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72 e 81), onde os HPV6 e HPV11 são 

os mais prevalentes causando lesões benignas (Ikenberg, 2014; Graham, 2017). 

 

1.2.3 Ciclo de vida do HPV 

O ciclo viral começa com o ingresso do HPV nas células basais que revestem 

a ectocérvice, por meio de micro - traumas ou abrasões no epitélio escamoso, que 

cobrem a cérvice uterina. As células da Junção Escamo-Colunar (JEC) - área de 

transição localizada entre os epitélios glandular (endocérvice) e escamoso 

(ectocérvice) - são especialmente envolvidas na Carcinogênese cervical (Herfs et al., 

2012). Como mencionado, o HPV ingressará na célula hospedeira por endocitose pela 
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ação das proteínas L1 e L2 com receptores da superfície celular (Doorbar et al., 2012; 

Wang & Roden, 2013; Graham, 2017). Para se multiplicar, o HPV aproveitará a 

maquinaria de replicação das células da camada basal do epitélio, que estão em 

constante proliferação (la Garza-Salazar, de et al., 2017). 

 

 

 

Figura 3 Ciclo de vida de HPV no Colo do Útero. Os eventos envolvidos e as proteínas expressas 
durante a infecção, se encontram do lado direito da ilustração enquanto no lado esquerdo se indica as 
camadas do epitélio cervical. O HPV infecta as células da camada basal na zona de Junção Escamo-
colunar ou através de lesões na ectocérvice, onde se inicia a amplificação viral. O genoma viral será 
transmitido para as células filhas durante a divisão celular migrando para as camadas superiores. Na 
camada superficial acontece a última etapa da infecção ativa onde os vírions são liberados. A 
persistência da infecção promove uma integração do genoma viral ao genoma hospedeiro, onde E2 
deixa de ser expressa e as proteínas E6 e E7 são mais expressas, transformando a lesão em um 
carcinoma invasor, possibilitando a ruptura da lâmina basal e posterior invasão dos tecidos adjacentes. 
Adaptado de S. de San Jose et al., 2018; Schiffman et al., 2016. 

 

Uma vez dentro do núcleo, E1 e E2 são as primeiras proteínas virais a serem 

sintetizadas, controlando assim a replicação do DNA viral em baixos níveis, além de 

controlar a transcrição dos demais genes. Essa etapa da infecção é considerada não 

- produtiva, porque a quantidade de cópias virais produzidas ainda é baixa - 

aproximadamente 100 cópias do genoma por célula, e porque ainda não foram 

produzidos novos vírions (Doorbar et al., 2012; Zheng et al., 2019).  

A célula hospedeira replicará simultaneamente o seu DNA e o DNA viral, sendo 

esse posteriormente distribuído às células filhas (Zheng et al., 2019). Após 

diferenciação das células basais e migração dessas às camadas intermediárias, o 

HPV irá expressar as proteínas E6 e E7 permitindo essas células realizar a 

proliferação, o prolongamento do ciclo celular e a prevenção da apoptose (Crosbie et 
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al., 2013). Essa fase da infecção é conhecida como fase produtiva do Ciclo viral, onde 

o HPV replica o seu material genético (em células das camadas intermediária e 

superficial) independentemente da célula hospedeira (Moody et al., 2017). A proteína 

E5 potencializará os efeitos de E6 e E7, assim como a replicação viral (Venuti et al., 

2011; DiMaio & Petti, 2013). 

Diante da maior produção de cópias do genoma viral, a transcrição dos genes 

L1 e L2 é iniciada nas células da camada superficial, com formação do capsídeo para 

os novos vírus (Ibeanu, 2011; Buck et al., 2013; Wang & Roden, 2013). A proteína E4 

é então expressa para permitir a liberação de novos vírions, e a disseminação do HPV 

em novas células do hospedeiro (Ibeanu, 2011; Doorbar et al., 2012). As células da 

camada basal do epitélio cervical infectadas serão um reservatório permanente do 

DNA viral, enquanto que as novas partículas virais serão liberadas com os 

queratinócitos durante a descamação das células da camada superior do epitélio 

(Burd, 2003; Schiffman et al., 2007; Groves & Coleman, 2015). 

 

1.2.4 Integração do genoma viral  

Em lesões pré-cancerosas o DNA viral é mantido na forma epissomal e extra - 

cromossômica, mas em lesões mais avançadas pode estar integrado ao genoma do 

hospedeiro (Nguyen et al., 2014; Warburton et al., 2018; Spriggs et al., 2017). A 

Integração não é parte do Ciclo de replicação do HPV, mas pode ocorrer durante 

qualquer etapa da infecção, sendo observada tanto no câncer invasor quanto em 

etapas de lesões iniciais (Doorbar, 2006; Graham, 2017; McBride & Warburton, 2017). 

Fatores endógenos e exógenos - como a inflamação induzida pelo HPV e a presença 

de co - infecções com outros agentes, podem acumular danos nos cromossomos do 

hospedeiro, ativando o mecanismo de reparo do DNA do hospedeiro, contribuindo 

assim para a ocorrência de integração do DNA viral no genoma humano (Groves & 

Coleman, 2018; Spriggs et al., 2017; Speel, 2017). 

A integração do genoma viral ao genoma do hospedeiro constitui um importante 

mecanismo relacionado à indução ao câncer (Liu et al., 2015; Warburton et al., 2018; 

Bouchilloux et al., 2019). Geralmente a ausência de Integração está associada a 

lesões benignas e a presença dessa é associada às NICs e ao câncer invasor 

positivos para o HPV (Li et al., 2018; Bouchilloux et al., 2019). Estudos apontam 

frequências distintas de Integração do DNA dos HPVs de alto risco, em amostras de 
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câncer do colo do útero positivas aos HPVs oncogênicos: acima de 90% do HPV18, 

acima de 80% do HPV45, entre 50–80% do HPV16 e entre 15–40% do HPV31 e 

HPV33 (McBride & Warburton, 2017; Speel, 2017).  

Existem três modelos distintos de Integração: o Tipo 1 onde uma cópia simples 

do genoma viral é integrada ao genoma do hospedeiro; o Tipo 2 onde um concatâmero 

(molécula de DNA com múltiplas cópias da mesma sequência do genoma do vírus) 

do genoma viral é integrado ao genoma do hospedeiro (Johannsen & Lambert, 2013; 

McBride & Warburton, 2017; Groves & Coleman, 2018); e o Tipo 3 onde vários 

concatâmeros são integrados de forma intercalada no genoma do hospedeiro 

(Oyervides-Muñoz et al., 2018; Redmond et al., 2018). Os sítios de Integração podem 

estar distribuídos aleatoriamente no genoma do hospedeiro, mas estão associados a 

sítios frágeis comuns e regiões de transcrição preferencialmente ativas (Warburton et 

al., 2018; Mittal & Banks, 2017). Além disso, a Integração pode ativar oncogenes 

celulares, inibir genes supressores de tumor ou induzir à reorganização das regiões 

flanqueadoras dos sítios de Integração (Warburton et al., 2018; Bouchilloux et al., 

2019). 

A integração do genoma dos HPVs de alto risco ao genoma da célula do 

hospedeiro acarreta na maioria das vezes em interrupção nas ORFs dos genes E1 e 

E2 que perderão as suas funções como reguladores dos genes E6 e E7 (Warburton 

et al., 2018; Durzynska et al., 2017). Como consequência, ocorre uma super - 

expressão dos genes E6 e E7, cujas proteínas contribuirão à imortalização e à 

transformação maligna das células que compõem o epitélio de revestimento da 

mucosa cervical (Crosbie et al., 2013; Prati et al., 2018). Como já destacado, a E6 

atua degradando p53, e a E7 degradando pRb (Hoppe-Seyler et al., 2018), prevenindo 

a apoptose e favorecendo a proliferação celular, eventos esses que podem conduzir 

à progressão para o câncer (Crosbie et al., 2013). Além disso, a Integração poderia 

aumentar a estabilidade dos RNAs mensageiros (RNAm) transcritos virais E6 e E7, 

elevando assim, o nível de expressão e a oncogenicidade dos HPVs (Bodelon et al., 

2016; Bouchilloux et al., 2019). 
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Figura 4. Alteração das funções das proteínas P53 e pRb. Na infecção por HPV, as proteínas E6 e 
E6AP formam um complexo que se une a p53, a qual será ubiquitinizada, inibindo a apoptose e o reparo 
do DNA celular. A proteína E7 expressa se une a pRb, e libera o fator de transcrição E2F, promovendo 
assim, a proliferação da célula infectada. 

 

Em resumo, a Integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro pode 

contribuir à carcinogênese de distintas formas: i) ocorrer sobre sequências de genes 

supressores de tumor (GST) resultando na perda da sua função; ii) ocorrer sobre 

sequencias adjacentes a um oncogene, que poderia iniciar ou aumentar a 

amplificação e/ou expressão de um promotor viral, e por último iii) causar a 

reorganização intra ou inter - cromossomal de oncogenes ou GST seguida de 

expressão alterada desses genes nas regiões afetadas (Oyervides-Muñoz et al., 

2018; Speel, 2017). 

 

1.3 Lesões pré-neoplásicas do Câncer do colo de útero 

Uma infecção persistente por HPVs de alto risco poderá desenvolver lesões no 

epitélio cervical (Chan et al., 2019), lesões estas classificadas em esfregaços cervicais 

segundo o Sistema de Bethesda, como Lesões Intra-epiteliais Escamosas de Baixo-
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grau (LIEB), ou como Lesões Intra-epiteliais Escamosas de Alto-grau (LIEA), refletindo 

ainda o estado da infecção por HPV (Schiffman et al., 2016; Herrington, 2017). O 

Sistema de Bethesda propõe a utilização de terminologia uniforme com informação 

clinica relevante emitida pelos Laboratórios, permitindo um melhor entendimento das 

lesões pré – neoplásicas e neoplásicas em reportes de exame de Citologia cervical 

(Solomon, 2002; Nayar & Wilbur, 2015). 

Adicionalmente, por meio de critérios histopatológicos descritos por (Richart, 

1967) baseados na presença de alterações celulares e no grau de envolvimento das 

camadas do epitélio cervical (Kurman et al., 2014, 2019), as lesões epiteliais induzidas 

pelo HPV, também podem ser classificadas segundo a progressão da displasia em 

Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC) de grau 1 (NIC1) que corresponde à LIEB no 

Sistema Bethesda, e as NICs de graus 2 e 3 (NIC2 e NIC3) as quais correspondem a 

lesões do tipo LIEA. Estudos demostram que a progressão das lesões cervicais de 

NIC1 a NIC2, e dessas a NIC3 está relacionada à expressão das Oncoproteínas E6 e 

E7, iniciando com níveis baixos de expressão dessas proteínas que vão aumentando 

até a progressão a NIC3 (Doorbar et al., 2012; Harden & Munger, 2017). Contudo, é 

possível observar a regressão espontânea das NICs para um estado normal do 

epitélio, mesmo na ausência de tratamento (Chan et al., 2019; Durzynska et al., 2017). 

Tipo inicial de lesão cervical induzida pelo HPV, a NIC1 se apresenta como leve 

displasia, onde a proliferação de células do estrato basal se restringe ao primeiro terço 

do epitélio, com presença ocasional de figuras mitóticas (Richart, 1967) . 

Histologicamente, as lesões de NIC1 apresentam células com atipias nucleares, às 

vezes bi-nucleação, e cromatina nuclear com característica granulada e irregular, com 

ou sem presença de nucléolo(Herrington, 2017). O núcleo celular pode apresentar ao 

seu redor uma região clara do citoplasma de bordas irregulares - os coilócitos, que 

são formados durante a infecção pelo HPV, o qual produz alterações no citoesqueleto 

celular formando essa cavidade citoplasmática, sinal esse considerado característico 

e altamente indicativo de infecção por HPV (Kurman et al., 2019). 

Nas lesões do tipo NIC2, a proliferação de células do estrato basal atinge os 

dois primeiros terços do epitélio, apresentando-se como uma displasia moderada 

(Schiffman et al., 2016; Kurman et al., 2014; Zheng et al., 2019). Pela histologia, as 
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células apresentam uma relação Núcleo: Citoplasma (N:C) elevada, além da presença 

de atividade mitótica (Herrington, 2017; Kurman et al., 2019). 

A lesão do tipo NIC3 se caracteriza por apresentar a proliferação de células do 

estrato basal na totalidade da espessura do epitélio escamoso, apresentando essas 

células um grau acentuado de displasia (Richart, 1967). Histologicamente, não há 

distinção entre as camadas do tecido epitelial; as células apresentam elevada relação 

N:C, e as figuras mitóticas aparecem até no terço superior do epitélio (Herrington, 

2017; Kurman et al., 2019). Esta lesão é considerada pré-cancerosa com um grande 

potencial de progredir para o câncer invasor (Chan et al., 2019). 

 

1.4 HPV: Resposta Imune e citocinas envolvidas na infecção pelo HPV 

A resposta do sistema imune do hospedeiro contra o HPV começa com o 

contato do HPV com as células do colo do útero que iniciam a resposta anti-viral com 

a produção de interferons (IFNs) e citocinas. Contudo a resposta é dependente do tipo 

do HPV em questão. Estudos propõem que HPVs de alto risco podem diminuir a 

resposta imune inata local, frente à infecção (Tummers & Burg, van der, 2015; 

Schiffman et al., 2016; Graham, 2017; Hong & Laimins, 2017). A resolução da infecção 

requer o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa baseada na ação (i) de 

células CD56 citotóxicas e de células T citotóxicas CD8 antígeno-específicas - ambas 

produtoras de Granzima B, e (ii) de células T CD4 Th1 produtoras de Interleucina (IL)-

2 e IFN-γ, para o reconhecimento das oncoproteínas E6 e E7 (Woo et al., 2008; 

Tummers & Burg, van der, 2015; Schiffman et al., 2016). 

Um dos principais produtos liberados no processo inflamatório são as citocinas, 

com destaque para as citocinas da superfamília do Fator de Crescimento 

Transformante β (Transforming Growth Factor – TGF-β). Estas citocinas podem 

regular o crescimento celular, diferenciação, apoptose, entre outros processos 

celulares (Jakowlew, 2006; Syed, 2016; Abbas et al., 2017). Mas no câncer, membros 

da família TGF-β podem apresentar uma resposta dupla: atuando em fases iniciais 

como supressores tumorais, e nas fases tardias podem favorecer a invasão e 

metástase (Syed, 2016). Neste âmbito, emergem as ativinas, importantes reguladores 

da diferenciação celular em condições normais ou patológicas, e que pertencem à 

superfamília de Fatores de Crescimento TGF-β. 
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1.5 Ativinas 

Inicialmente descritas como estimuladoras da secreção do Hormônio Folículo 

Estimulante (Follicle Stimulating Hormone-FSH) pela adenohipófise (Muttukrishna et 

al., 2004; Kaneko, 2016a), as ativinas são dímeros polipeptídicos unidos por uma 

ponte di - sulfeto (Bloise et al., 2019b). Existem 5 tipos de ativinas descritas (Figura 

5): ativina A, formada por dois dímeros βA (βA- βA), ativina B (βB- βB) formada por 

dois dímeros βB, ativina AB (βA- βB), ativina C (βC- βC) e ativina E (βE- βE) (Walton 

et al., 2012; Bloise et al., 2019b).  

 

 
 
 

Figura 5. Composição das unidades de Ativina e Inibina. As ativinas são dímeros proteicos formadas 
por duas sub-unidades β: ativina A é composta por duas sub-unidades βA, ativina B por duas sub-
unidades βB, ativina C por duas sub-unidades βC e a ativina AB por uma sub-unidade βA e uma sub-
unidade βB. A Inibina, principal antagonista das ativinas, é formada por uma sub-unidade α e uma sub-
unidade β: quando a sub-unidade β é A forma Inibina A e se for uma sub-unidade βB forma Inibina B.  

 

As ativinas sinalizam através de dois tipos de receptores transmembrana 

Serina/Treonina kinase - ou seja, que agem pela fosforilação de sítios ricos em Serina 

e Treonina, que são classificados segundo o seu peso molecular como: o receptor de 

ativina (Activin receptor – 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., 2019b). 

Ambos receptores se caracterizam por serem moléculas transmembrana, com um 

domínio extracelular rico em cisteína com atividade de união ao ligante, e um domínio 

intracelular Serina/Treonina kinase (Kaneko, 2016a). 

O ActR II possui dois homólogos ActRIIA e ActRIIB (Bloise et al., 2019b; 

Kaneko, 2016a). O ActRI também possui homólogos, sendo o mais predominante o 

ActRIB, também conhecido como receptor de ativina tipo kinase 4 (Activin receptor-
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like kinase 4 ou ALK4); os outros homólogos são o ActRIC (ou ALK7) e ActRIA (Bloise 

et al., 2019b; Kaneko, 2016a). Os receptores tipo II se unem à ativina com maior 

afinidade, comparado a ALK4 que não consegue ligar-se à ativina sem a presença de 

receptores tipo II (Kaneko, 2016a). Além disso, a ativina A tem maior potência e maior 

afinidade ao ActRII comparada a outras ativinas, razão pela qual é a mais estudada 

(Makanji et al., 2014). 

As ativinas iniciam sua via de sinalização, ligando-se a ActRII com posterior 

recrutamento de ActRI formando o complexo ativina –ActRII-ActRI. Neste âmbito, as 

subunidades do receptor tipo II fosforilam e ativam o receptor tipo I. Após a ativação 

de ActRI, o complexo recruta e induz a fosforilação de proteínas 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., 2019b; Kaneko, 2016a). Esse complexo, SMAD 2/3 e 4 se transloca para 

o núcleo, e regula a atividade transcricional da célula alvo (Heldin & Moustakas, 2012; 

Macias et al., 2015; Kaneko, 2016a) (Figura 6). 

As ativinas podem ser produzidas por distintos tipos celulares e têm funções 

em diferentes células e tecidos (Kaneko, 2016a), como o rim (Maeshima et al., 2008), 

fígado (Rodgarkia-Dara et al., 2006) e componentes do sistema nervoso (Link et al., 

2016), entre outros. Contudo, as funções das ativinas no aparelho reprodutor são as 

mais estudadas (Shelling, 2012; Makanji et al., 2014), sendo todas as suas funções 

biológicas no sistema reprodutor ainda não elucidadas (Kaneko, 2016a). 

Quanto à regulação das cascatas de sinalização intracelular induzidas pelas 

ativinas, essas possuem vários elementos reguladores de sua atividade. Esses 

elementos se dividem em (i) reguladores intracelulares, como p38 MAPK (p38 

Mitogen-Activated Protein Kinase), JNK (JUN N-terminal kinase), ERK (Extracellular – 

signal Regulated kinase), Cripto e SMAD7; e os (ii) reguladores extracelulares, que 

podem atuar sobre seus receptores de membrana, como a Folistatina (FST), a 

proteína tipo-Folistatina 3 (Folistatin-like 3 ou FSTL3), a inibina e a ativina C, todos 

atuando por diferentes mecanismos (Klauzinska et al., 2014; Makanji et al., 2014; 

Syed, 2016; Bloise et al., 2019b; Kaneko, 2016a). 
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Figura 6. Sinalização e inativação celular de Ativina A. A) Ativina A se unirá ao Receptor de Ativina 
tipo II (ActRII) e logo irá recrutar o Receptor de Ativina tipo I (ActRI) ou ALK4, momento no qual estes 
receptores são fosforilados e induzem a fosforilação interna de SMAD 2/3, para formar um complexo 
junto a SMAD4, o qual se transloca ao núcleo e modulará a expressão genética. B) A Inibina atua se 
unindo ao ActRII evitando a união da Ativina e recrutamento de ActRI; a Folistatina (FST) atua 
neutralizando a Ativina antes da união aos receptores de membrana. Elaboração própria. 
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É importante destacar que a principal via de sinalização intracelular controlada 

pelas ativinas é a via das SMADs. Quando ativado, o complexo SMAD que foi 

direcionado ao núcleo, ativa uma via de retroalimentação negativa, mediada pela 

SMAD7, o inibidor intracelular mais importante das ativinas, o qual impedirá a 

fosforilação de SMAD 2 e 3, quando da ativação de ActRI (Heldin & Moustakas, 2012; 

Macias et al., 2015; Bloise et al., 2019b).  

Cripto é um tipo de Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth 

Factor-EGF), que antagoniza a sinalização das ativinas, ligando-se à ActRI localizada 

na membrana celular(Klauzinska et al., 2014). A ativina C atua se unindo aos 

receptores ActRII e ActRI, sem induzir a fosforilação destes e como consequência não 

haverá a sinalização intracelular (Marino et al., 2015; Gold et al., 2009). 

 

1.6 Inibinas  

Proteína que deve seu nome por inibir a secreção de FSH no organismo (Bloise 

et al., 2019b). As inibinas são dímeros proteicos pertencentes à super-família TGF-β, 

formadas por duas sub - unidades peptídicas, α e β (βA ou βB),existindo assim as iso-

formas Inibina A (α/βA) e Inibina B (α/βB) (Walton et al., 2012; Bloise et al., 2019b), 

Figura 5. 

A ação inibitória das inibinas é realizada pela ligação da subunidade α ao 

receptor betaglicano, com concoptante ligação da subunidade β (A ou B) ao receptor 

ActRII, (Bloise et al., 2019b). A afinidade da inibina pelo ActrRII é baixa mas na 

presença do receptor betaglicano forma um complexo de alta afinidade com o ActRII 

(Walton et al., 2012; Walentowicz et al., 2014). Esta interação bloqueia a ação das 

ativinas, ao competir com a subunidade β do dímero das ativinas pelo ActRII 

(Walentowicz et al., 2014; Bloise et al., 2019b) (Figura 6). Além do mais, no momento 

da síntese citoplasmática as inibinas sequestram as subunidades β necessárias para 

a síntese das ativinas, diminuindo assim a sua síntese (Walton et al., 2012; Marino & 

Zanghì, 2013; Makanji et al., 2014).  

A expressão das inibinas se encontra elevada em mulheres com tumores 

epiteliais no ovário, mas em pacientes com câncer de mama as inibinas se encontram 

diminuídas (Makanji et al., 2014), demonstrando que a sua desregulação é altamente 

tumor-dependente.  
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1.7 Folistatina  

A Folistatina (FST) é uma proteína glicosilada de cadeia simples rica em 

Cisteína (Hashimoto et al., 2000; Kaneko, 2016b). Encontrada em três iso-formas, 

FST 288, FST 315 e FST 303 (Hashimoto et al., 2000; Keutmann et al., 2004), sendo 

FST 288 a folistatina com maior afinidade, em especial pela ativina A (Hashimoto et 

al., 2000). A FST 315 é a forma predominante na circulação, mas suas funções não 

estão muito bem elucidadas até o momento (Kaneko, 2016b). Além disso, foi descrita 

a FST–like 3 (FSTL3), também conhecida como Proteína Relacionada à Folistatina 

(FST-Related Protein, FSRP), sendo uma inibidora mais fraca da ativina endógena 

(Walton et al., 2012). 

A principal função da Folistatina é ser antagonista funcional da atividade das 

ativinas (Aleman-Muench & Soldevila, 2012; Ciarmela et al., 2011). Duas moléculas 

de folistatina ligam uma molécula de ativina, bloqueando os seus sítios de ligação aos 

ActRII e ActRI, ou seja impedindo assim, a ligação das ativinas aos seus receptores 

da membrana celular (Thompson et al., 2005; Kaneko, 2016b). Contudo, a folistatina 

também pode se ligar a outros fatores de crescimento da super-família TGF-β como 

a miostatina e certas BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), indicando que os efeitos 

atribuidos à superexpressão, ou inibição das folistatinas em tecidos normais e 

neoplásicos, não podem ser inteiramente atribuídos às ativinas (Bloise et al., 2019b).  

A presença da folistatina em tecidos tumorais pode estar relacionada com a 

sobrevivência das células tumorais na ausência de glicose, devido ao fato de que uma 

expressão aumentada da folistatina nestes tumores pode regular negativamente a 

síntese de rRNA e a biogênese de ribossomos e assim manter a homeostase 

energética celular (Bloise et al., 2009; Gao et al., 2010; Zhang, L. et al., 2018). A 

presença de folistatina também induz a angiogênese e a proliferação de células 

tumorais, como reportado em casos de câncer de mama e de próstata (Bloise et al., 

2009; Sepporta et al., 2013). Além disso foi demonstrado, que a folistatina favorece a 

metástase em tumores gástricos e de próstata (Sepporta et al., 2013; Shi et al., 2016), 

mas tem atividade oposta em tumores sólidos nas gônadas (Shi et al., 2016). 

 

Destaca-se que a expressão de folistatina tem sido usada como marcador para 

o diagnóstico e o prognóstico de tumores sólidos (Bloise et al., 2009; Sepporta et al., 
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2013; Shi et al., 2016); a atividade da folistatina está sendo avaliada como agente 

terapêutico no tratamento de tumores sólidos, com respostas variáveis segundo o tipo 

de tumor (Shi et al., 2016; Zhang, L. et al., 2018) (Figura 6). 

 

1.8 Ação das Ativinas na Infecção e na Inflamação 

Os membros da família TGF-β podem controlar o metabolismo, a diferenciação 

e a proliferação celular, além de ter papel na cicatrização de tecidos e no 

desenvolvimento embrionário (Hübner et al., 1999; Morianos et al., 2019). As ativinas 

e seus ligantes podem ser localizados nos distintos órgãos durante o desenvolvimento 

embrionário, mas a sua síntese diminui na maioria destes sítios ao completar o 

desenvolvimento (Hübner et al., 1999).  

Nas células do sistema imune a Ativina A induz a ativação de macrófagos, 

aumentando a capacidade de fagocitose e pinocitose dessas células, além de 

estimular a produção de mediadores inflamatórios (efeito pró-inflamatório. Porém, em 

macrófagos ativados, a Ativina A produz uma resposta anti-inflamatória, induzindo 

uma retroalimentação negativa desses eventos (Morianos et al., 2019). A resposta 

das células dendríticas à Ativina A pode variar segundo o estado de maturação e o 

micro-ambiente célular. Após o estímulo pelo Fator de Necrose Tumoral-α (Tumor 

Necrosis Factor - TNF-α), os neutrófilos são uma fonte de Ativina A, que pode ser um 

potente ativador das funções dos neutrófilos. A Ativina A induz a uma resposta anti-

inflamatória desenvolvida por células da micróglia no sistema nervoso, favorecendo 

uma resposta contra patógenos (Phillips et al., 2009; Robson et al., 2009; Sideras et 

al., 2013; Qi et al., 2017; Morianos et al., 2019). 

Em linfócitos B, a Ativina A atua somente em células não ativadas e favorece a 

produção e a liberação de IgG e IgA. Em células T atua ao nível do timo, alterando a 

maturação de células CD4+ diferenciando essas em células T Auxiliares (T CD4+-

helper) Foliculares (Tfh), células que regulam o desenvolvimento da resposta humoral 

favorecendo a proliferação de células B e sua diferenciação em plasmócitos 

produtores de anticorpos, e em células B de memória longa. Também induz a 

expressão de Foxp3 em Células T, permitindo o desenvolvimento de Células T 

reguladoras, evento que diminuirá a proliferação de células T CD8+ efetoras 

(Morianos et al., 2019). Em experimentos in-vitro a Ativina A demonstrou ser capaz de 
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inibir as funções de Células Exterminadoras Naturais (Natural Killer – NK) (Rautela et 

al., 2019). 

As ativinas estão envolvidas no desenvolvimento da pele e dos pelos (Munz et 

al., 2001; Morianos et al., 2019). Na pele de adultos e neonatos não é possível se 

detectar ativinas, mas após a indução de um dano tecidual as subunidades βA e βB 

podem ser detectadas, sendo a subunidade βA predominante; mas durante a 

cicatrização a subunidade βB é a mais predominante (Hübner et al., 1999). Na pele 

intacta a subunidade βB pode ser detectada na epiderme e na derme, sendo a 

subunidade βA detectada apenas na derme. A detecção da subunidade α na pele 

intacta e com danos é pequena (Munz et al., 2001).  

Durante o início de uma lesão os leucocitos Polimorfo-nucleados (PMN) e 

macrófagos locais expressam as citocinas pró - inflamatórias IL-1α, IL-1β e TNFα, que 

podem induzir a expressão de ativinas em queratinócitos e fibroblastos (Hübner et al., 

1999). Após o dano da pele há detecção das subunidades βA e βB, mas a detecção 

da subunidade α se mantém mais discreta: deduz-se assim, que durante a 

cicatrização, há maior formação de ativinas e menor formação de inibinas (Munz et 

al., 2001). Nas etapas iniciais da lesão da pele há maior expressão de ativina, sendo 

essa um importante modulador do processo de reparação, induzindo a formação do 

tecido de granulação e a deposição de matriz extra - celular (Munz et al., 2001). 

Contudo, a expressão de ativina pode estar relacionada ao processo de fibrose 

(Hübner et al., 1999). Uma vez que as ativinas também foram reportadas nos 

processos fibróticos de distintos tecidos como fígado, rins e pulmão (Munz et al., 

2001).  

Nos rins sem alterações não se observa a expressão de ativinas, mas no 

processo fibrótico observa-se a expressão das ativinas nas células tubulares, 

mesangiais e fibroblastos. Na Lesão Renal Aguda (LRA) se sugere que Ativina A inibe 

a reparação e a regeneração da lesão, após as 24 horas, comparada com Ativina B 

que tem a mesma função nas etapas iniciais. Na Insuficiência Renal Crônica (IRC) a 

ativina é um mediador importante da fibrose renal (Mehta & Krepinsky, 2020), pois 

inibe a diferenciação e a maturação de eritrócitos que desencadeia uma anemia na 

IRC (Jelkmann, 2018), e induz o Distúrbio do Metabolismo Mineral e Ósseo (DMO) 

(Sugatani, 2018).  
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A Ativina A se encontra elevada na Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo (SDRA), em pacientes em estado crítico sob a infecção por H1N1 (Linko et al., 

2014; Kim et al., 2019). Na resposta alérgica, a Ativina A encontra-se elevada no 

epitélio pulmonar e em células CD4+ de sangue periférico, onde interage com IL-25 

para promover o remodelamento e hiperatividade das vias aéreas (Airway 

Hiperreactivity – AHR), além de induzir a diferenciação de células Th9, as quais 

promoverão o recrutamento e a ativação de mastócitos no pulmão, e finalmente, 

potencializar a liberação de IgE em células B (Jones et al., 2012). 

No fígado a Ativina A inibe a produção de proteínas de Fase aguda, proteínas 

que permitem eliminar os patógenos e favorece a resposta inflamatória. Em infecções 

por Leishmania major favorece o desenvolvimento da resposta do tipo Th2 em células 

dos nódulos linfáticos (Morianos et al., 2019). 

No dano cerebral a Ativina A tem papel protetor ao induzir um efeito anti-

inflamatório; reduz ainda o edema cerebral citotóxico, inibe o agregado de radicais 

livres, e promove o aumento do número de sinapses (Su et al., 2018). Em situação de 

meningite, observa-se aumento da produção de ativinas no fluido cérebro - espinhal 

favorecendo o desenvolvimento de uma resposta anti-inflamatória (Ebert et al., 2010; 

Morianos et al., 2019). Na encefalopatia tem efeito tanto anti-inflamatório quanto pró-

inflamatório, mas em pacientes com hemorragia cerebral a Ativina A está elevada, o 

que a associa a enfermidades cérebro vasculares (Su et al., 2018). 

Em transplantes alógrafos de rins rejeitados (Mehta & Krepinsky, 2020) e 

pulmões (Westall et al., 2017) a ativina B está elevada no soro sanguíneo e a ativina 

A elevada na zona de transplante, com macrófagos diferenciados e linfócitos ativados 

(Mehta & Krepinsky, 2020). 

Em infecções e estímulos inflamatórios durante a gravidez, a ativina A favorece 

a neutralização de patógenos (Jones et al., 2007; Phillips et al., 2009); mas também 

pode estar correlacionado à interrupção da gravidez em partos prematuros, já que 

nessa situação, encontra-se altos níveis de ativina A em líquido amniótico e no corio. 

Em caso de infecções por vírus a ativina A favorece uma resposta anti - viral evitando 

sua replicação, mas em etapas avançadas da infecção relaciona-se com fibrose e 

dano tecidual (Morianos et al., 2019). Por último a quantidade de ativina A no soro de 

pacientes com sepse (Ebert et al., 2010) pode ser usada como indicador da 



41 
 

severidade desse evento (Lee et al., 2016). Portanto, é possível concluir que a ativina 

A é um importante modulador do sistema imunológico e participa ativamente de 

eventos inflamatórias em resposta a diferentes estímulos infecciosos em diferentes 

sistemas, indicando a necessidade do estudo do perfil de expressão das ativinas em 

diferentes tecidos frente infecção por diversos agentes infectocontagiosos, incluindo 

os agentes virais.  

 

1.9 As Ativinas e o Câncer 

A perda ou acentuação da expressão da ativina A pode alterar os estados 

proliferativos de distintos tipos de câncer, segundo os tipos celulares e o 

microambiente celular. Tendo distintas respostas durante as etapas iniciais da 

oncogênese, as ativinas podem atuar como supressor de tumores. Contudo no câncer 

em estado de metástases os níveis de ativina A sérica se encontram elevados, 

demonstrando um possível papel facilitando a metástase tumoral (Reader & Gold, 

2015; Couto et al., 2017; Morianos et al., 2019; Bloise et al., 2019b). Nos tumores a 

interação do sistema ativina - folistatina se relaciona com a angiogênese, metástase 

e proliferação de tumores sólidos, mas esta interação pode induzir ou inibir a 

proliferação segundo o tipo celular (Zabkiewicz et al., 2017). 

No câncer de pele, excluindo câncer do tipo melanoma, ativina A diminui a 

atividade de células dendríticas e queratinócitos protegendo contra, e impedindo o 

desenvolvimento de tumores de pele (Morianos et al., 2019). Contudo, foi demostrado 

em um modelo de infecção tegumentar pelo HPV, que a ativina A desempenha um 

papel permissivo ao desenvolvimento do tumor de pele em camundongos positivos 

para o HPV8. Porém, essa ação foi dependente da presença de macrófagos pró-

tumorigênicos, pois na presença de macrófagos não pró-tumorigênicos a formação do 

tumor é lenta (Antsiferova et al., 2017). Os melanomas de pele, apresentam uma 

atividade elevada de ativina A, produzido pelas células tumorais, reduzindo assim o 

infiltrado de células T CD8 citotóxicas, e favorecendo o desenvolvimento do tumor 

(Morianos et al., 2019). 

No câncer de mama as ativinas inibem o crescimento de células que expressam 

o receptor de Estrogênio e diminuem a proliferação de células cancerígenas 

(Kalkhoven et al., 1995). Entretanto, ao mesmo tempo as ativinas aumentam a 
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Transição epitélio - Mesenquima (Epithelial Mesenchimal Transition – EMT), processo 

no qual as células perdem a polaridade e aderência célula-célula para se tornar 

células mesenquimais com propriedades migratórias e invasoras, a qual é diminuída 

pela ação da folistatina (Zabkiewicz et al., 2017). Adicionalmente, as células 

cancerígenas do Adenocarcinoma ductal do pâncreas produzem ativina A, 

favorecendo o crescimento tumoral por ação da liberação de LL-37 por parte dos 

macrófagos (Morianos et al., 2019). Demonstrando que mais estudos são necessários 

para se melhor entender em quais fases da aquisição de um fenótipo neoplásico, as 

ativinas funcionam como inibidores ou indutores da progressão da lesão neoplásica.  

Recentemente, foi descrito que a ativina A pode induzir efeitos 

antiproliferativos, proliferativos, ou não exercerem nenhum efeito na proliferação 

celular. Tais efeitos podem depender da presença ou ausência de outros fatores de 

crescimento/hormônios no sistema estudado da duração da exposição à ativina A no 

sistema, e do estágio de diferenciação celular. Neste âmbito, exemplos de efeitos 

antiproliferativos da ativina A foram descritos em células miometriais, células epiteliais 

da glândula mamária, na próstata, em unidades formadoras de colônias eritróides, em 

células endoteliais vasculares, em células SNU-16 de câncer gástrico e hepatócitos. 

Por outro lado, efeitos proliferativos foram descritos em células de Sertoli, células-

tronco trofoblásticas indiferenciadas e citotrofoblastos, células da granulosa, células 

da hipófise anterior, células progenitoras eritróides, células progenitoras neurais, 

células β pancreáticas, fibroblastos cardíacos e outros (Bloise et al., 2019). Com 

relação a Inibina, efeitos proliferativos foram descritos em células do epitélio e estroma 

prostático (Balanathan et al., 2009), enquanto antiproliferativos do estroma do ovário, 

células do endométrio (Adu-gyamfi et al., 2020) e células de câncer de mama 

(Seachrist & Keri, 2019). Já efeitos na proliferação celular da folistatina, foram 

descritos em células de câncer do pulmão (Chen et al., 2014; Zhang, P. et al., 2018), 

carcinoma de células basais (Shi et al., 2016) e carcinoma coloretal (Refaat et al., 

2016), e antiproliferativos, em células de câncer de mama (Zabkiewicz et al., 2017), 

melanoma (Shi et al., 2016) e câncer de pâncreas (Togashi et al., 2015). Portanto, 

como demonstrado, o efeito do sistema Ativina-Inibina-Folistatina sobre a proliferação 

celular e carcinogênese é bastante complexo, e depende de fatores como o tipo de 

tumor, o tipo celular, o grau de estadiamento, o status imunológico e infeccioso entre 
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outros, demonstrando a importância de se estudar a dinâmica da localização tecidual 

desse sistema em diferentes patologias neoplásicas e em desordens proliferativas. 

 

1.10 O sistema Ativina-Inibina-Folistatina no Câncer do colo do útero 

Até o momento, o conhecimento do papel do sistema ativina - folistatina na 

progressão do câncer do colo do útero é limitado (Adu-gyamfi et al., 2020). Contudo, 

foi demonstrado que a maior expressão das subunidades βA e βB está relacionada 

com a progressão das lesões intraepiteliais cervicais, onde a subunidade βA estaria 

associada à progressão dessas lesões até o câncer do colo do útero, e a subunidade 

βB estaria mais relacionada com o grau de diferenciação do carcinoma (Jückstock et 

al., 2010). Contudo, tais estudos foram realizados em um número limitado de 

participantes e não levaram em consideração, o status infeccioso das lesões pelo HPV 

e não investigaram o envolvimento da folistatina na progressão dessas lesões.  
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2. Justificativa 

Dado às suas diferentes ações na regulação do ciclo celular e na diferenciação 

em diversos tecidos, o sistema ativina-inibina-folistatina é expresso em vários orgãos. 

Sendo assim, sua função pode ser tecido-específico e variar significativamente sob 

diferentes condições fisiológicas ou patológicas. Quando desregulados, os níveis das 

ativinas e folistatinas podem levar ao desenvolvimento de neoplasias, sendo que suas 

ações podem ser diferentes de acordo com o tipo, o grau de diferenciação do tumor, 

e o microambiente celular em que esses tumores se encontram inseridos, isto é, de 

acordo com o ambiente hormonal e com a presença de infeções e/ou processos 

inflamatórios. 

Entretanto, o padrão de expressão e a localização tecidual de componentes do 

sistema ativina-inibina-folistatina durante o desenvolvimento do câncer do colo do 

útero induzido pelo HPV, ainda não foram satisfatoriamente descritos. O entendimento 

da participação do sistema ativina-inibina-folistatina na progressão do câncer do colo 

do útero causado pelo HPV auxiliará na compreensão desta neoplasia, que acomete 

cerca de 530.000 mulheres por ano em todo o mundo (WHO, 2018). Nossa hipótese 

é a de que a expressão e a localização celular e tecidual de ativina e folistatina se 

encontram alterados nas distintas etapas da progressão do câncer do colo do útero. 

O conhecimento sobre como o sistema ativina-inibina-folistatina atua no 

desenvolvimento das lesões no epitélio cervical, possui o potencial de impactar 

positivamente o diagnóstico e o controle da progressão do câncer do colo do útero. 

Nossa hipótese é a de que a expressão e a localização do sistema ativina-inibina-

folistatina se encontram alterados na progressão do câncer do colo do útero. Esse 

estudo também pode influenciar o desenvolvimento de futuras terapias baseadas em 

moduladores do sistema ativina-inibina-folistatina, como ferramenta terapêutica para 

se inibir o crescimento tumoral, e controlar a progressão das Lesões Intra-epiteliais 

Cervicais ao câncer invasor. 
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3. Objetivos 

 

3.1  Objetivo Geral: 

Avaliar a expressão e a localização tecidual dos componentes do sistema 

ativina-inibina-folistatina em tecido cervical durante distintas etapas de 

desenvolvimento do câncer do colo do útero. 

 

3.2  Objetivos específicos: 

- Detectar por PCR, retrospectivamente, a presença do DNA do HPV em 

amostras de tecidos cervicais.       

 

- Investigar nas amostras positivas a DNA do HPV a presença de DNA do HPV 

de alto risco-oncogênico. 

 

- Analisar por Imunohistoquímica, o padrão de expressão e a localização celular 

das proteínas βA-ativina, e do inibidor fisiológico das ativinas, a folistatina em 

amostras de tecido cervical de pacientes apresentando diferentes estágios de lesões 

pré - neoplásicas e do câncer do colo do útero. 

 

Correlacionar a expressão e localização celular com a presença e tipo de HPV 

detectado nas lesões; 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Caracterização das amostras e critérios de inclusão  

Neste estudo foi realizada a análise de 162 amostras cervicais incluídas em 

parafina, obtidas por Biópsias e Cirurgia de Alta Frequência (CAF), que foram 

selecionadas do banco de amostras teciduais do Laboratório de Anatomia Patológica 

Tafuri, localizado em Belo Horizonte, MG, e gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre 

Tafuri, Coordenador do referido laboratório e colaborador do estudo. Destaca-se que 

tais amostras foram concedidas sob a forma de empréstimo durante o período de 

realização da pesquisa, ficando sob a guarda provisória do Laboratório de Patogênese 

Molecular, do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, mediante a assinatura de um 

Termo de Biorepositório e de Responsabilidade para a guarda provisória dos blocos 

de parafina utilizados no presente estudo. 

Após a coleta, as amostras de tecido foram processadas rotineiramente para 

inclusão em parafina, sendo inicialmente realizada a fixação dos tecidos em formalina 

a 10%, por 24 a 48 horas. As amostras fixadas foram transportadas para o Laboratório 

de Anatomia Patológica Tafuri, para processamento histológico. Os fragmentos foram 

submetidos à desidratação gradativa em álcool absoluto, à diafanização em xilol, à 

inclusão em parafina na temperatura média de 60°C, e à microtomia para confecção 

de lâminas histológicas coradas por H&E. 

O diagnóstico Histopatológico foi independentemente revisado e confirmado 

por 3 médicos patologistas com larga experiência profissional. Para este estudo foram 

selecionadas 38 amostras de NIC 1, 37 amostras de NIC 2, 39 amostras de NIC 3 e 

33 amostras de Carcinoma de Células Escamosas (CCE) invasor. Quinze amostras 

cervicais sem alterações histológicas foram incluídas nesse estudo como Controles. 

Os laudos histopatológicos das pacientes foram disponibilizados para o estudo, dos 

quais foram extraídos os dados da idade das pacientes e os “achados prévios 

reportados pelos métodos ginecologistas”. 

Destaca-se que para a realização desse trabalho, foram utilizadas amostras 

cervicais coletadas no período de 2004 a 2006. A utilização destas amostras 

parafinadas para fins de pesquisa foi aprovada pelo COEP (Comitê em Ética e 

Pesquisa) da UFMG, em outros estudos anteriores. Para a realização do presente 

estudo, o projeto de pesquisa foi novamente encaminhado ao COEP – UFMG, para 

análise do Comitê, e aprovado sob o número CAAE: 55168020.7.0000.5149. 
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4.2 Extração de DNA 

A extração dos DNA foi realizada em amostras de tecido cervical incluídas em 

parafina. Vale ressaltar que antes de obter e processar os cortes histológicos de cada 

paciente, as navalhas e o micrótomo (HM315R) foram limpos com Xilol, Etanol (100%) 

e Hipoclorito de sódio (2,5%), para se evitar contaminação cruzada (Greer et al., 1991; 

Shimizu & Burns, 1995). Para extração de DNA cinco cortes de 10 µm de espessura 

foram colocados em tubos eppendorff 1,5 mL para serem desparafinizados com 3 

banhos de Xilol a 65°C, seguidos de etapas de centrifugação para sedimentar os 

tecidos fixados, remover o sobrenadante de xilol e separar a parafina residual. Por 

último, as amostras de tecido cervical foram submetidas à digestão em banho Maria 

a 37 °C durante 1 a 7 dias em Tampão de Lise contendo a seguinte composição: 1 

μg/μL de proteinase K (solução 500 μg/mL); 0,5 mL de solução NaCl a 1M estéril; 0,5 

mL de solução Tris 1M pH 8,0 estéril; 2,5 mL de solução EDTA 0,5M pH 8,0 estéril e 

2,5 mL de solução SDS 10% p/v (5g SDS – 50 mL agua estéril). O lisado final obtido, 

contendo proteínas e DNA foi armazenado a -20°C até a sua utilização nas etapas de 

PCR (Wright & Manos, 1990). A quantificação do DNA presente no lisado foi realizada 

no espectrofotômetro ND1000 (Thermo Scientific ®). 

O gene de β-globina humana foi amplificado por PCR para controle da 

integridade do DNA obtido utilizando-se um protocolo Hemi-nested PCR (Saiki et al., 

1985), além dos iniciadores GH20 e PC04 na 1ª reação de PCR, e os iniciadores PC03 

e PC04 na 2ª etapa do protocolo. Os dois sets de primers permitem a amplificação de 

fragmentos de 273 pb e de 110 pb do gene de β-globina humana, respectivamente. O 

volume final de reação foi de 10µl contendo 1µl de DNA extraído de cada amostra de 

tecido, e 9µl do Mix o qual contém: 0,2 µl (1 UI) de Taq DNA polimerase (Phoneutria-

PHT) (5 UI/ µl); 0,5 µl (5 pmoles) de cada iniciador (10 pM/µl de GH20, PC03 e PC04); 

0,8 µl (200 µM) de dNTP’s (2,5 mM); 1 µl (1X) de tampão PHT-IB (10X) e 6 µl de água 

bi-destilada estéril. As condições de amplificação foram as seguintes: 1) Desnaturação 

inicial a 95ºC durante quatro minutos; 2) 29 ciclos de 55 °C por um minuto 

(pareamento), 72 °C por dois minutos (extensão) e 95 °C por um minuto 

(desnaturação); 3) e um ciclo final de 55 °C por um minuto, 72 °C por dez minutos; e 

a 4°C por trinta minutos para se manter os produtos de PCR estáveis. 
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Como controle positivo da amplificação do gene de β-globina humano foram 

utilizadas amostras de DNA humano extraídas de sangue e/ou tecido cervical. Como 

controle negativo do PCR, foi preparada uma mistura com todos os componentes da 

reação (dNTPs, tampão, iniciadores, Taq DNA polimerase e H2O), sem a adição de 

qualquer amostra de DNA. 

 

4.3 Detecção da infecção pelo HPV 

Para a realização dessa etapa as amostras de DNA extraídas do tecido cervical 

foram submetidas à amplificação de fragmentos da região L1 do genoma viral por 

meio de um protocolo de Nested-PCR. Tal protocolo é baseado na amplificação inicial 

de um fragmento de 450 pb do DNA viral, o qual irá servir como DNA molde para a 

amplificação do fragmento de 150 pb do genoma viral.  

Para a amplificação por PCR do fragmento de 450 pb do genoma viral foram 

utilizados os iniciadores genéricos para os HPVs – MY11 (5’ 

GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3’) e MY09 (5’ CGTCCMARRGGAWACTGATC 3’) 

(Qu et al., 1997; Molijn et al., 2005), que amplificam o referido fragmento da região de 

L1 de diversos tipos de HPV. O volume final de reação foi de 10µl, contendo 1µl de 

DNA extraído de cada amostra e 9µl do Mix o qual continha: 0,125 µl (1,5UI) Taq DNA 

polimerase (Phoneutria-PHT) (5 UI/ µl); 1,0 µl (5pmoles) de cada iniciador (5 pM/µl); 

0,8 µl de dNTP’s (2,5 mM - Gibco®); 0,4 µl de Mg (25 mM); 1 µl (1X) de tampão PHT 

(10X) IB e 4,70 µl de água bidestilada estéril. As condições de amplificação foram as 

seguintes: 1) desnaturação inicial a 95ºC durante quatro minutos, seguida de 2) 40 

ciclos de 55 °C por um minuto (anelamento), 72 °C por dois minutos (extensão) e 95 

°C por um minuto (desnaturação), e 3) um ciclo final de 55 °C por um minuto, 72 °C 

por 5 minutos e 4°C por 30 minutos para se manter os produtos de PCR estáveis.  

A amplificação por PCR do fragmento de 150 pb do gene de L1 de diversos 

tipos de HPV, que é interno ao fragmento de 450 pb do genoma viral foi realizada com 

os iniciadores genéricos para os HPVs – GP5 (5’- TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT 

AC C- 3’) e GP6+ (5’- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C- 3’) (Qu et al., 1997), 

que amplificam um fragmento de 150 pb do gene L1 de diversos tipos de HPV. O 

volume final de reação foi de 10µl contendo 1µl de DNA da primeira reação e 9µl Mix 

o qual continha: 1,0 µl (10 pmoles) de cada iniciador (10 pM/µl); 0,2 µl (1 UI) da Taq 

DNA polimerase (Phoneutria-PHT) (5 UI/ µl); 1 µl (200 µM) de dNTP’s (2,5 mM- 
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Gibco®); 1 µl de tampão PHT IB e 4,8 µl de água bidestilada estéril. As condições de 

amplificação foram as seguintes: 1) desnaturação inicial a 95ºC durante quatro 

minutos; seguida de 2) 39 ciclos de 95 °C por um minuto (desnaturação), 45 °C por 

dois minutos (pareamento) e 72 °C por um minuto (extensão); e um ciclo final de 3) 

45 °C (pareamento) por dois minutos, 72ºC (extensão) por cinco minutos e 4°C por 

trinta minutos para se manter os produtos do PCR estáveis. 

Como controle positivo, o DNA extraído de células HeLa que possuem o 

genoma do HPV 18 integrado ao seu genoma, e como controle negativo uma mistura 

de todos os componentes da reação (dNTP’s, Tampão, iniciadores, Taq DNA 

polimerase e H2O), sem adição de qualquer amostra de DNA. 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 

a 6%, corado pelo método da prata.  

 

4.4 Genotipagem dos tipos de HPV de alto risco 

As amostras cervicais positivas para o DNA do HPV foram submetidas à 

genotipagem dos HPVs de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58, pelas técnicas de 

Hemi-Nested PCR e de PCR convencional. Para amplificação de um fragmento 

genérico (306 pb a 343 pb) da região dos genes E6 e E7 dos HPVs 16, 18, 31 e 52 

foram utilizados o iniciador E6CF4 (direto) e o iniciador E7CR3 (reverso) (Yamaguchi 

et al., 2002), dos quais os amplicons serviriam de DNA molde para a segunda reação 

de PCR. Após a primeira etapa de amplificação, iniciadores específicos juntamente 

com o iniciador E7CR3 (reverso) foram utilizados para amplificação de fragmentos 

tipo HPV-específicos pela reação de Hemi-Nested PCR. Assim, para amplificação de 

um fragmento de 149 pb do HPV16 foi utilizado o iniciador 16SF (direto), para 

amplificação de um fragmento de 177 pb do HPV18 foi empregado o iniciador 18SF 

(direto), para amplificação de um fragmento de 300 pb do HPV31 foi utilizado o 

iniciador 31SF (direto), para amplificação de um fragmento de 249 pb do HPV52 foi 

utilizado o iniciador 52SF (direto) e para amplificação do fragmento de 375 pb do 

HPV58 foi utilizado o iniciador 58SF (direto). Porém, para amplificação de um 

fragmento de 455 pb do HPV33 foram utilizados os iniciadores 33F e 33R 

(complementares à região de E1 e E2), e para amplificação de um fragmento de 358 

pb do HPV35 foram utilizados os iniciadores 35F e 35R (complementares à região de 

E6 e E7) (Tabela 1). 
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para detecção do genoma dos HPVs 16,18, 31, 33, 
35 e 52 
 

 
 

 

A genotipagem do HPV 33 foi realizada por um protocolo de Touch-down PCR 

(Grce et al., 1997; Camargos, 2015), onde o volume final da reação foi de 10µl, 

contendo 1µl de DNA de cada amostra e 9µl do Mix o qual continha: 0,20 µl (2UI) de 

Taq DNA polimerase Phoneutria-PHT (5 UI/ µl); 0,5 µl (5 pmoles) de cada iniciador 

(10 pM/µl); 0,8 µl (200 µM) de dNTP’s (2,5 mM - Gibco®); 1 µl de Tampão PHT IB 

(10X) e 6 µl de água bi-destilada estéril. As condições de amplificação foram as 

seguintes: 1) Desnaturação inicial a 94ºC durante cinco minutos, 2) 4 ciclos de 94 °C 

por trinta segundos (desnaturação), 57 °C por trinta segundos (anelamento) e 72 °C 

por um minuto (extensão); seguidos de 3) 34 ciclos de 94 °C por trinta segundos, 55 

°C por trinta segundos e 72 °C por um minuto; 4) O ciclo final foi de 94 °C por trinta 

segundos, 57 °C por trinta segundos, 72 °C por cinco minutos, e 4°C por trinta minutos 

para se manter os produtos de PCR estáveis.  

A genotipagem do HPV 35 foi realizada segundo o protocolo descrito por Sotlar 

et al., 2004 onde o volume final da reação foi de 10µl continha 1µl de DNA de cada 

amostra e 9µl do Mix contendo: 0,20 µl (2UI) de Taq DNA polimerase Phoneutra-PHT 

(5 UI/ µl); 1 µl (10 pmoles) de cada iniciador (10 pM/µl); 0,8 µl (200 µM) de dNTP’s 

(2,5 mM - Gibco®); 1 µl de tampão PHT IB (10X) e 5 µl de água bi-destilada estéril. 

As condições de amplificação foram as seguintes: 1) Desnaturação inicial a 94ºC 

durante cinco minutos seguidos de 2) 30 ciclos de 54 °C por dois minutos 

(anelamento), 72 °C por um minuto (extensão) e 90 °C por trinta segundos 

(desnaturação) seguido do ciclo final de 3) 54 °C por dois minutos, 72 °C por 10 

minutos e 4°C por 30 minutos para se manter os produtos de PCR estáveis. 
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Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 

6%, corado pelo método da prata. A presença do fragmento de DNA amplificado foi 

confirmada no gel, pela comparação visual com os fragmentos do padrão de peso 

Molecular 1 Kb (Ludwig, UFRGS, Porto Alegre, RS). 

 

4.5 Imunohistoquímica de componentes do sistema Ativina-Folistatina. 

Para a avaliação da expressão e localização das proteínas do sistema Ativina 

- Folistatina em tecidos cervicais que representam diferentes estágios de progressão 

do câncer do colo do útero, a técnica de Imunohistoquímica foi conduzida de acordo 

com o protocolo descrito anteriormente por Bloise et al., (2009 e 2010); Couto et al., 

(2017); Imperio et al. (2018). 

Resumidamente, cortes consecutivos de 5 µm de espessura de fragmentos de 

tecido cervical obtidos em micrótomo (HM315R) foram desparafinizados em 4 banhos 

de xilol por 5 minutos e reidratados através de uma série graduada decrescente de 

concentração de etanol (100% a 25%). 

Para a etapa de recuperação antigênica, os cortes de tecido foram imersos em 

tampão citrato de sódio (0,01M) por 30 minutos em banho-maria a 100°C. O tampão 

citrato de sódio foi escolhido após padronização da etapa de recuperação antigênica, 

pela realização da comparação da qualidade de marcação obtida com o tampão citrato  

e o tampão tris - HCL (0.01 M).  

O bloqueio de reações inespecíficas foi realizado com exposição das lâminas 

à solução de PBS/BSA (2% em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente (TA). 

 

4.5.1 Incubação com os anticorpos primários 

Para a análise da imunomarcação da subunidade βA ativina/inibina os cortes 

foram incubados com o anticorpo primário específico anti- βA ativina/inibina, isotipo 

Ig-G, monoclonal (E1) produzido em camundongo na diluição de 1:500 (SC 166503; 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Essa diluição foi definida após realizarmos a 

comparação da qualidade de marcação obtida com esse anticorpo em tecido de 

Carcinoma urotelial do trato urinário superior (Rau et al., 2011). 

Para avaliação da produção de folistatina em tecidos cervicais os cortes foram 

incubados com o anticorpo primário específico anti - folistatina isotipo Ig-G, policlonal 

à diluição de 1:400 (Ab203131; Abcam. Cambridge, UK). Tal diluição foi definida após 
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realizar comparação da qualidade de marcação obtida com esse anticorpo à diluição 

de 1:500 em amostras de ovário com endometriose (Torres et al., 2007) e de 1:200 

em distintos tecidos do organismo (WADA et al., 1996). 

Neste estudo, a definição da diluição de todos os anticorpos primários foi 

alcançada após realizar uma curva de diluição e testes de tempo de incubação para 

a otimização do uso dos anticorpos primários, utilizando-se amostras de tecidos 

representativas de todos os grupos de Lesão Cervical. Nos experimentos de 

padronização todas as incubações foram realizadas a 4 °C “overnight”.  

Após incubação das amostras com o anticorpo primário, foi realizado o bloqueio 

da peroxidase endógena com solução de H2O2 (3%), sendo as lâminas lavadas em 

PBS por 60 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente os cortes foram 

incubados com o anticorpo secundário solução ABC do kit Vector (Vectastain ABC 

Kit-PK 6101 ou PK 6102; Vector Laboratories, USA) por 30 minutos (TA) sendo esta 

etapa seguida de uma lavagem em PBS, na mesma temperatura. 

A revelação do anticorpo secundário foi realizada com Diaminobenzidina (DAB) 

(Spring Bioscience) por 4 minutos (TA). Após a viragem para cor marrom, os cortes 

foram lavados em água destilada por 10 minutos (TA), e realizada a contra-coloração 

com Hematoxilina de Harris (Renilab®) por 15 segundos, sendo em seguida lavados 

em água corrente por 10 minutos (TA), desidratados em série crescente de etanol 

(70% a 100%), diafanizados em 3 banhos de Xilol de 10 minutos cada (TA). 

Finalmente as seções de tecido montadas à temperatura ambiente em meio de 

montagem Entellan (Merk Millipore, 3208 20 10, USA). 

Apropriados controles positivos e negativos foram incluídos em cada 

experimento. Cortes histológicos de pacientes com CCE apresentando grande área 

de lesão foram utilizados como controles positivos. Para os controles negativos das 

reações o anticorpo primário foi substituído pela solução de bloqueio (2% BSA em 

PBS).  

 

4.6 Análise da Imunomarcação 

O padrão de expressão e a localização das marcações por Imunohistoquímica 

foram avaliados por meio de microscopia óptica. A marcação resultante foi avaliada 

pelo escore de imunoreatividade (Fedchenko & Reifenrath, 2014) para a βA 

ativina/inibina, e para a folistatina. Nestas marcações foram consideradas positivas 
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áreas que apresentaram forte coloração marrom no núcleo e no citoplasma das 

células cervicais em áreas de lesão Intra-epitelial e de câncer. 

O índice de marcação de cada amostra foi determinado por um escore final de 

de 0 a 16 (Fedchenko & Reifenrath, 2014; Burges et al., 2011), que foi obtido pela 

multiplicação dos valores obtidos para a porcentagem de marcação de células 

positivas (A: 0-4) e a intensidade da marcação (B: 0-4) (Tabela 2).  

Com um microscópio de luz equipado com uma câmera digital, inicialmente, foi 

realizada uma varredura da lâmina sob a objetiva de 10X, e após a identificação das 

regiões marcadas foram selecionadas as áreas que correspondiam às lesões 

intraepteliais e câncer, as quais foram fotografadas e as imagens armazenadas em 

arquivos do tipo BMP e TIFF. 

 

Tabela 2: Escore de Imunorreatividade da marcação pelos anticorpos primários em 

amostras cervicais. 

 
 

4.7 Análise Estatística 

Todos os resultados foram organizados em tabelas e foi realizada análise 

descritiva, sendo os dados inicialmente submetidos ao teste de normalidade de 

D’Agostino & Pearson. Em seguida foi realizada análise com o método não 

paramétrico de Kruskall-Wallis, para comparar as medianas do imunoescore obtido 

para a marcação da subunidade βA ativina/inibina e de folistatina nas camadas do 

epitélio estratificado da cérvice uterina, e em componentes do estroma dos grupos 

controle, NIC1, NIC2, NIC3, e CCE. Em seguida foi realizado o teste de comparação 

múltipla de Dunn’s para determinar quais grupos especificamente apresentavam 

diferença estatística. As análises foram feitas usando o programa estatístico R 

statistics (R Core Team, 2017), sendo os valores de p≤ 0,05 considerados 

estatisticamente significantes. Os resultados (valores) obtidos foram descritos como 

mediana + desvio padrão.   
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5.  Resultados 

5.1 Caracterização clínica das pacientes incluídas no estudo 

A idade das 162 pacientes incluídas no estudo variou de 17 a 90 anos (média 

de 39,2 ± 15,6 anos). O grupo CCE mostrou maior variação na faixa etária das 

pacientes com média de 50,3 ± 15,6 anos, enquanto no grupo de NIC1 a média da 

faixa etária foi de 30,85 ±10.38 anos (Tabela 3).  

Tabela 3. Média e desvio padrão, mínima e máxima das idades das pacientes nos 

diferentes grupos analisados. 

 

 
NIC1: Neoplasia intraepitelial cervical de grau 1, NIC2: Neoplasia intraepitelial cervical de grau 2, NIC3: Neoplasia 
intraepitelial cervical de grau 3, CCE: Carcinoma de células escamosas, n: número de amostras. 
 

A faixa etária predominante das 162 mulheres incluídas no estudo foi de 17 a 

35 anos o que corresponde a 59 pacientes (36,4%). Quando analisamos por grupo, 

essa mesma faixa etária foi mais prevalente nos grupos controle, com 9 pacientes 

(60%) e NIC1, com 26 pacientes (68,4%). Nos grupos das lesões mais graves, houve 

predomínio da faixa etária entre 36 a 50 anos, com 9 (24,3%) casos de NIC2, 8 

(20,5%) casos de NIC3 e 11 (33,3 %) casos no grupo de câncer, o que representou 

78% das pacientes desse estudo (Tabela 4).  

Tabela 4. Distribuição da faixa etária das mulheres      incluídas no estudo. 

 

 
NIC1: Neoplasia intraepitelial cervical de grau 1, NIC2: Neoplasia intraepitelial cervical de grau 2, NIC3: Neoplasia 
intraepitelial cervical de grau 3, CCE: Carcinoma de células escamosas, n= número de amostras. 
 
 

Avaliando o informe clínico prévio reportado pelos médicos ginecologistas, 

proveniente do diagnóstico citológico e transcrito nos laudos das pacientes, a lesão 

predominantemente citada foi a lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL) com 35 casos 
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(21,6%). Entretanto, após avaliação histopatológica, 9 (26%) casos foram 

diagnosticados com lesão de grau mais avançado, variando de NIC2 a câncer. Nos 

31 casos cujo informe clínico relatava HSIL, 3 (7,9%) dos casos apresentaram 

diagnóstico histológico de NIC1, considerada lesão de baixo grau. Entretanto, 26 

(83,8%) foram confirmadas pela histologia como lesões de grau avançado.  

Destaca-se que dos 12 casos, cuja suspeita clínica baseada no exame 

citológico era de Carcinoma in situ, 9 (75%) foram confirmadas histologicamente como 

Carcinoma in situ (Tabela 5). 

Tabela 5. Distribuição do tipo de lesão reportada no informe clínico prévio à analise 
histopatológica das amostras do colo do útero. 

 
 Atipias de células Escamosas de Significado Indeterminado (ASC-US); Lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL); 
Lesão intraepitelial de alto grau (HSIL). 

 
 

5.2 Análise histopatológica 

Para este estudo, as 162 amostras de tecido cervical foram previamente 

diagnosticadas por médicos patologistas do Laboratório de Anatomia Patológica 

Tafuri, responsável pela guarda permanente das amostras. Contudo, todas as 

amostras foram reavaliadas de maneira independente por três experientes 

patologistas, para a confirmação do diagnóstico. Foram incluídos nesse estudo todos 

os casos que tiveram no mínimo 2 diagnósticos coincidentes. 
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Figura 7. Cortes histológicos das amostras dos grupos controle, neoplasia intraepitelial cervical 

de grau (NIC) 1, 2 e 3 e câncer do colo do útero corados com hematoxilina-eosina (H&E). Imagens 

obtidas em fotomicroscópio em aumentos de 100x, 200x e 400x respectivamente. No grupo controle 

(A –C) se observa leve infiltrado inflamatório (asterisco) e ausência de atipias celulares. No grupo NIC1 

(D-F) se observa alteração celular no primeiro terço do epitélio, com distúrbios na maturação e aumento 

de tamanho dos núcleos, além de presença coilócitos nas camadas intermediária e superficial do 

epitélio (ponta de seta). No grupo NIC2 (G-I) se observa distúrbio da maturação com aumento do 

tamanho dos núcleos em até dois terços inferiores do epitélio, assim como presença de raros coilócitos 

(ponta de seta) e figuras de mitose (seta) na camada intermediária. O grupo NIC3 (J-L) apresenta 

distúrbios da maturação e alterações nucleares ao longo de toda a extensão de epitélio, constituído 

apenas por células imaturas, além de perda da polaridade e figuras mitóticas (seta). No grupo de CCE 

(M-O) se observa presença de massa de tecido epitelial com evidentes alterações nucleares e/ou 

citoplasmáticas, invadindo o tecido conjuntivo subjacente.  



57 
 

Baseados nos critérios morfológicos proposto por Richart (1967), as lesões 

foram classificadas baseadas nos seguintes achados morfológicos: as amostras 

classificadas como NIC1 apresentaram proliferação de células imaturas com perda da 

polaridade e discretas atipias nucleares restritas ao 1/3 do epitélio, assim como atipias 

coilocitóticas de grau leve a moderado em células da camada superficial e 

intermediária. Amostras classificadas como NIC2 mostraram proliferação de células 

com característica de imaturidade, perda da polaridade e moderada atipia celular 

atingindo até 2/3 da extensão do epitélio. Os casos de NIC3 caracterizavam-se pela 

presença de proliferação de células imaturas atingindo toda a espessura do epitélio, 

além de intensas atipias nucleares e figuras de mitose presentes em toda a extensão 

do tecido epitelial. Nas amostras de câncer observou-se proliferação de células 

epiteliais atípicas invadindo o estroma adjacente, formando blocos e cordões sólidos, 

além de zonas de necrose, e dependendo do grau de diferenciação, podendo ainda 

apresentar focos de ceratinização ao longo de toda a massa tumoral. Imagens 

representativas de cortes de tecido cervical normal e patológico apresentando os 

diferentes diagnósticos histopatológicos estão ilustradas na Figura 7. 

5.3 Verificação da integridade do DNA extraído das amostras cervicais 

Para avaliar a integridade do DNA extraído das amostras de tecido cervical 

realizou-se a amplificação de um fragmento de 110 do gene de β-globina humana por 

um protocolo de Hemi-Nested PCR (Saiki et al., 1985). Todas as 162 amostras dos 

distintos grupos apresentaram resultado positivo para a análise da integridade do DNA 

extraído (Figura 8). 

 
 

Figura 8.      Amplicon de 110 pb do gene de β-globina humano nas amostras cervicais. Gel de 
poliacrilamida a 6% corado pelo nitrato de prata, Canaleta 1: padrão utilizado de 1kb Ladder (Ludwig 
Biotec®); Canaleta 2: controle positivo da reação (DNA extraído de cultura de células SiHa); Canaletas 
3 a 14: produtos da PCR obtidos das amostras positivas para o gene de β-globina Humano; Canaleta 
15: controle negativo da reação (componentes da PCR sem DNA adicionado). 
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5.4 Detecção do DNA viral do HPV 

Após a detecção da presença do gene de β-globina humana as amostras foram 

submetidas à detecção do DNA do HPV, utilizando-se o p     rotocolo de Nested PCR. 

Esse protocolo é baseado em duas etapas de PCR consecutivas, que se inicia pela 

amplificação de um fragmento de 450 pb do gene conservado L1 utilizando os 

iniciadores MY09/MY11 genéricos para todos os tipos de HPV. A segunda etapa 

consistiu na amplificação de um fragmento de 150 pb interno ao primeiro produto 

utilizando-se os iniciadores GP05+/GP06+ do genoma viral (Figura 9). 

 

 
 
Figura 9. Amplificação do gene L1.      Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata, 
representativo apresentando o amplicon de 150 pb do gene L1 a partir de amostras cervicais. Canaleta 
1: padrão de Peso Molecular 1Kb DNA Ladder; Canaleta 2: controle positivo da reação (DNA extraído 
de cultura de células SiHa); Canaletas 3 a 8: produtos da PCR obtidos das amostras que apresentaram 
amplificação positiva com os iniciadores GP5 / GP6+; Canaleta 9: controle negativo da reação 
(componentes da PCR sem DNA adicionado). 
 

Em relação à amplificação do fragmento viral de 150 pb do gene L1, nas 15 

amostras de mucosa cervical normal sem alteração histopatológica (controles), não 

houve positividade para o DNA do HPV (dados não mostrados).  
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Tabela 6. Detecção do DNA do HPV por Nested-PCR nas amostras de tecido cervical.  

 
HPV: Papilomavirus Humano; NIC 1: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC 2: Neoplasia Intraepitelial 

Cervical de grau 2; NIC 3: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; n: quantidade de amostras. 

 

A taxa de positividade total do DNA-HPV nas amostras de tecido cervical 

analisadas foi de 60% (88/147). Dentro do grupo de amostras classificadas como NIC 

I, 46,7% (14/30) das amostras foram positivas para a amplificação do gene viral, 

enquanto em torno de 50% delas foram negativas. No grupo de NIC II, 52,9% (18/34) 

das amostras apresentaram o DNA do HPV, enquanto 47% foram negativas para o 

DNA do vírus. Considerando as amostras de NIC III, 75% (27/36) das amostras foram 

positivas para o HPV e 25% foram negativas. No grupo câncer a positividade foi de 

90,6% das amostras (29/32), com apenas 9,3%negativas. No presente trabalho 15 

amostras foram inconclusivas para detecção de DNA do HPV (Tabela 6). 

 

5.5 Detecção de genótipos do HPV  

No presente estudo realizou-se nas amostras cervicais analisadas a pesquisa 

do DNA dos HPVs de alto risco, tipo 16 e 18, 31 e 52 pela técnica de Hemi-Nested 

PCR. Protocolos convencionais de PCR foram utilizados para detecção dos HPVs 33, 

35, 45 e 58. A Figura 10 representa os produtos de PCR obtidos pela amplificação de 

fragmentos dos genes E6 e E7 dos HPVs testados. 
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Figura 10: Gel de Poliacrilamida a 6% corado pelo Nitrato de Prata, representativo da 

amplificação dos fragmentos virais dos HPVs: HPV 16 (149 pb), 18 (179 pb), 31 (300 pb), 33 (455 

pb), 35 (358 pb), 52 (249 pb) e 58 (375 pb); os fragmentos foram respectivamente, amplificados a partir 

de amostras cervicais positivas para cada tipo. 

 

Em relação à prevalência dentre as amostras HPV positivas genotipadas (132), 

45% foram positivas para HPV16, dessas apenas 10% correspondiam as amostras 

classificadas como NIC I, para os casos classificados como NIC2, NIC3 e câncer a 

positividade foi de 52,6%, 59,4% e 55% respectivamente. Os seguintes HPV mais 

prevalentes foram HPV18 e HPV31 que apresentaram prevalência de 17% e 11% 

respectivamente. Os genótipos dos HPVs 18 e 45 foram encontrados em todos os 

grupos de amostras (Tabela 7). 
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Tabela 7: Genotipagem dos HPVs detectados nas amostras de tecido cervical     .  

 

Grupos NIC 1 NIC 2 NIC 3 CCE Total 

HPV 
n n n n n 

% grupo % grupo % grupo % grupo % grupo 

HPV 16 3 10 19 22 54 

10,0% 52,6% 59,4% 55,0% 44,6% 

HPV 18 5 1 10 5 21 

16,7% 5,3% 31,3% 12,5% 17,4% 

HPV 31 8 - 1 5 14 

26,7% - 3,1% 12,5% 11,6% 

HPV 33 3 - - - 3 

10,0% - - - 2,5% 

HPV 35 2 1 - 2 5 

6,7% 5,3% - 5,0% 4,1% 

HPV 45 5 3 2 2 12 

16,7% 15,8% 6,3% 5,0% 9,9% 

HPV 52 3 4 - 4 11 

10,0% 21,1% - 10,0% 9,1% 

HPV 58 1 - - - 1 

3,3% - - - 0,8% 

Total 30 19 32 40 121 

100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

 

NIC 1: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC 2: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; 

NIC 3: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; n: número de amostras genotipadas por grupo de 

estudo. % do grupo: % das amostras positivas no referido grupo..  

 
 

5.6 Expressão e localização da subunidade βA ativina/inibina e folistatina 

em desordens proliferativas      do colo uterino humano.      

A expressão da subunidade βA foi detectada em todo o epitélio cervical 

estratificado composto por pela camada basal (CB), camada intermediária (CI) e 
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camada superficial (CS), assim como nos componentes estromais do tecido cervical, 

nos diferentes estágios da progressão do câncer do colo do útero (Figura 11, painéis 

A-M).  

No grupo controle, a imunomarcação da subunidade βA estava presente no 

citoplasma e no núcleo de todas as camadas epiteliais e nos componentes do estroma 

(Figura 11 B-C). Em NIC1, a coloração citoplasmática da subunidade βA foi mais 

intensa nas camadas basal, intermediária e superficial do epitélio (Figura 11 D-F). Em 

NIC2, a imunomarcação citoplasmática foi maior nas camadas basal e superficial, nos 

vasos sanguíneos e células inflamatórias do estroma. Em NIC3, a imunomarcação 

citoplasmática foi maior em todo o epitélio cervical (indicado como CB na Figura 11 K-

L), assim como em vasos sanguíneos e células inflamatórias. No CCE, a 

imunomarcação citoplasmática foi observada nos “ninhos” de células neoplásicas que 

invadem o estroma, assim como nos vasos sanguíneos e células inflamatórias. Por 

outro lado, em NIC1, a imunomarcação nuclear foi evidente na camada basal (Figura 

2 A-L). 
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Figura 11. Expressão da subunidade βA nas amostras de colo de útero nos grupos controle, 
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) de grau 1, 2 e 3 e carcinoma cervical escamoso (CCE). 
Imagens obtidas em fotomicroscópio em aumentos de 100x, 200x e 400x respectivamente. No grupo 
controle (A-C) foi observada uma forte marcação para subunidade βA no núcleo e no citoplasma. No 
grupo NIC1 (D-F) foi observada uma imunomarcação citoplasmática forte e marcação nuclear leve. No 
grupo NIC 2 (G-I) observa-se marcação citoplasmática moderada e marcação nuclear leve. No grupo 
NIC3 (J-L) imunomarcação citoplasmática forte e marcação nuclear leve. No grupo CCE (M-O) uma 
imunomarcação leve no citoplasmática e no núcleo. CS: Camada superficial; CI: Camada intermediária; 

CB: Camada basal; ٭:Infiltrado inflamatório; ↑: Mitoses  
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Em seguida, avaliamos o escore de imunomarcação da subunidade βA em 

diferentes grupos (Figura 12). O escore de imunomarcação citoplasmático e nuclear 

geral no grupo controle foi semelhante; entretanto, o escore de imunomarcação 

citoplasmático nos grupos NIC1, NIC, NIC3 e CCE foi em geral maior que o nuclear. 

Na camada basal, o escore de imunomarcação citoplasmático da subunidade βA em 

NIC1, NIC2 e CCE (p=0,05) foi menor em relação ao grupo Controle. Da mesma 

forma, o escore de imunomarcação nuclear da subunidade βA em NIC1, NIC2, NIC3 

e CCE (p=0,05) foi menor em comparação ao grupo Controle. Na camada 

intermediária de NIC1, encontrou-se menor escore de imunomarcação citoplasmática 

e nuclear (p<0,01) da subunidade βA, em comparação ao grupo Controle. Na camada 

superficial, o escore de imunomarcação citoplasmática e nuclear foi menor nos grupos 

NIC1 e NIC2 (p=0,05) em relação ao controle. 

 
Figura 12. Escores de imunomarcação da subunidade ativina/inibina βA no citoplasma e no 
núcleo nas distintas camadas do epitélio do colo do útero em diferentes etapas da progressão 
do câncer do colo do útero. Dados apresentados indicam as medianas e os intervalos interquartis 
entre parêntesis. Cores mais escuras indicam menor imunomarcaçao de subunidade ativina/inibina βA 
e cores mais claras indicam maior imunomarcação de folistatina. A diferença entre grupos foi realizada 
pelo teste não paramétrico Kruskall-Wallis e pós-teste de comparação múltipla de Dunn, onde letras 
diferentes entre grupos da mesma camada indica diferença estatística significativa (p<0,05). NA indica 
valores não avaliados. As células coradas na massa tumoral no grupo (CCE) foram comparadas com 
as células da camada basal do grupo controle e NICs 1-3. C=camada; V=vaso; NIC=Neoplasia 
Intraepitelial Cervical; CCE= carcinoma cervical escamoso. 
 

Nos vasos sanguíneos, o escore de imunomarcação citoplasmática e nuclear 

foi menor nos grupos NIC1, NIC2, NIC3 e CEE (p=0,05) em comparação ao Controle. 

Com relação ao escore de imunomarcação citoplasmática nos infiltrados de células 

inflamatórias, observou-se menor marcação em NIC1 comparado aos grupos Controle 

e NIC2 (p=0,001), enquanto a imunomarcação nuclear da subunidade βA em 
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infiltrados inflamatórios foi menor em NIC1, NIC2, NIC3 e CCE (p<0,05) que no grupo 

Controle.  

A folistatina foi detectada em todas as camadas do epitélio cervical, bem como 

nos componentes do estroma das amostras cervicais - do grupo Controle até todos 

os estágios de progressão para CCE (Figura 4). No grupo Controle, a imunocoloração 

da folistatina foi maior no citoplasma de todas as camadas do epitélio estratificado. Já 

a marcação nuclear da folistatina foi maior nas camadas parabasal, intermediária e 

superficial do epitélio escamoso, bem como nos vasos sanguíneos. No grupo NIC1, a 

imunomarcação citoplasmática da folistatina foi maior na camada basal, intermediária 

e vasos sanguíneos, enquanto a coloração nuclear foi maior na camada basal. No 

grupo NIC2, o escore de imunomarcação citoplasmática foi maior na camada basal, 

epitélio colunar e vasos sanguíneos, porém o escore de imunomarcação nuclear foi 

maior apenas na camada basal. No grupo NIC3, a marcação citoplasmática foi maior 

na camada basal e nas células inflamatórias. A folistatina nuclear foi maior na camada 

basal. Nos tecidos do grupo CCE, a imunomarcação citoplasmática da folistatina foi 

maior na camada basal, enquanto a marcação nuclear foi menor (Figura 13).  
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Figura 13. Expressão da folistatina nas amostras de colo de útero nos grupos controle, NIC 1, 2 

e 3 e CCE. Imagens obtidas em fotomicroscópio em aumentos de 100x, 200x e 400x respectivamente. 

No grupo controle (A –C) observa-se forte imunomarcação para folistatina no citoplasma e 

imunomarcação forte a moderada no núcleo. No grupo NIC1 (D-F) imunomarcação para folistatina forte 

a moderada no citoplasma, e imunomarcação para folistatina moderada no núcleo. No grupo NIC2 (G-

I) imunomarcação para folistatina moderada no citoplasma, e de leve a moderada no núcleo. No grupo 

(J-L) imunomarcação para folistatina moderada no citoplasma e no núcleo. No grupo de câncer (M-O) 

imunomarcação para folistatina moderada no citoplasma e leve no núcleo das células epiteliais. CS: 

Camada superficial; CI: Camada intermediária; CB: Camada basal; ٭: Infiltrado inflamatório: ↑: Mitoses. 
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Em comparação com o grupo Controle, não foram identificadas diferenças no 

escore de imunomarcação citoplasmática da folistatina na camada basal (Figura 14). 

No entanto, a folistatina nuclear foi diminuída no CCE em comparação ao NIC1 e NIC3 

(p<0,001). Na camada intermediária, a imunomarcação nuclear foi menor no NIC1 em 

relação ao grupo Controle (p=0,045). Na camada superficial, o escore de 

imunomarcação citoplasmática e nuclear da folistatina foi menor em NIC2 em relação 

ao grupo Controle (p<0,05), enquanto o escore de imunomarcação nuclear no NIC1 

foi menor em relação ao grupo Controle (p<0,05). Além disso, a folistatina nuclear dos 

vasos sanguíneos foi diminuída em NIC1, NIC2 e CCE em comparação com o grupo 

Controle (P <0,05). Por fim, ao se comparar o escore de imunomarcação nuclear da 

folistatina de células inflamatórias, observou-se que o escore de imunomarcação 

nuclear do CCE (p=0,037) foi menor que no grupo Controle. 

    
Figura 14. Escores de imunomarcação de folistatina em núcleo e citoplasma nas distintas 
camadas do epitélio do colo do útero em diferentes etapas da progressão do câncer do colo do 
útero. Dados apresentados indicam as medianas e os intervalos interquartis entre parêntesis. Cores 
mais escuras indicam menor imunomarcaçao de folistatina e cores mais claras indicam maior 
imunomarcação de folistatina. A diferença entre grupos foi realizada pelo teste não paramétrico 
Kruskall-Wallis e pós-teste de comparação múltipla de Dunn, onde letras diferentes entre grupos da 
mesma camada indica diferença estatística significativa (p<0,05). NA indica valores não avaliados. As 
células coradas na massa tumoral no grupo (CCE) foram comparadas com as células da camada basal 
em Controle e NICs 1-3. C=camada; V=vaso; NIC=Neoplasia Intraepitelial Cervical; CCE= carcinoma 
cervical escamoso. 
 

 

Finalmente, comparamos o escore de imunomarcação da subunidade βA e da 

folistatina na camada basal/massa tumoral em grupos HPV positivos e HPV negativos 

nos diversos estágios de progressão das lesões cervicais (figura 15). O escore de 
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imunomarcação nuclear da subunidade βA do grupo controle foi maior comparado 

com todos os grupos HPV positivo (NIC1-CCE; p<0,05) e com os grupos HPV negativo 

em NIC1 e NIC2 (p<0,05). Porem não foi diferente quando comparado aos grupos 

HPV negativos NIC3 e CCE. Não encontramos diferenças entre os grupos quando 

comparamos a marcação citoplasmática de βA e nuclear e citoplasmática de 

folistatina.    

 

 

Figura 15. Comparação dos escores de imunomarcação nuclear e citoplasmática da subunidade 
βA e de folistatina nos grupos HPV positivos e negativos nas diferentes etapas da progressão 
do câncer cervical. Dados apresentados indicam as medianas e os intervalos interquartis entre 
parêntesis. Cores mais escuras indicam menor imunomarcação de subunidade βA e folistatina, cores 
mais claras indicam maior imunomarcação. Para se avaliar se existiam possíveis diferenças entre 
grupos, foi realizado o teste não paramétrico Kruskall-Wallis e pós-teste de comparação múltipla de 
Dunn, onde letras diferentes entre grupos da mesma camada indicam diferença estatística significativa 
(p<0,05).  
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6. Discussão 

Na presente tese, foi investigado o padrão de localização e expressão da 

subunidade βA ativina/inibina e da folistatina durante as distintas etapas de 

desenvolvimento do câncer do colo do útero (NIC1, NIC2, NIC3) e no CCE, 

majoritariamente, induzidos pela infecção pelo HPV.  

Ao se comparar as médias das idades das pacientes incluídas no estudo, 

observou-se que a média da idade das pacientes aumentava conforme a severidade 

da lesão cervical. Esses resultados estão de acordo com o estudo realizado por 

Aleksioska-Papestiev et al., 2018 ,que observou que pacientes com câncer de colo do 

útero apresentavam uma idade superior quando comparados com pacientes 

portadoras de NIC. Neste aspecto, no presente estudo, a média de idade do grupo 

câncer foi de 50.3 ± 15,6 anos, similar ao reportado por Aleksioska-Papestiev et al., 

2018 e Alemany et al., 2014, onde as idades médias das pacientes à época do 

diagnóstico de câncer do colo do útero foram de 44.4 e 51,2 anos respectivamente. 

Juntos esses dados demonstram que o diagnóstico de câncer de colo de útero é mais 

frequente em mulheres após os 40 anos, e que o mesmo pode ter se desenvolvido ao 

longo da vida reprodutiva. 

Com relação as lesões intra-epiteliais cervicais, mulheres da faixa etária de 17 

a 35 anos apresentaram maior predomínio da lesão NIC1 (68,4%) enquanto que em 

aquelas da faixa etária acima de 35 anos, há predomínio de câncer do colo do útero 

(66,6%). Gaspar, 2013 comparou a faixa etária com o tipo de lesão observada no colo 

do útero, e verificou que em mulheres com idade superior a 40 anos há maior 

prevalência de lesões de alto grau com maior probabilidade de persistência e 

progressão ao câncer invasor. Segundo Aleksioska-Papestiev et al., 2018 em 

populações que não possuem programas de rastreamento ao câncer consolidados, é 

frequente a detecção de alterações cervicais em mulheres com idade igual ou superior 

a 55 anos. 

É bem descrito na Literatura que o desenvolvimento do câncer de colo está 

intimamente relacionado à infecção por HPV de alto risco (Groves & Coleman, 2015) 

sendo esta pré-requisito para o desenvolvimento das lesões inicias até o câncer 

invasor (Zheng et al., 2019). No presente estudo, 60% das amostras analisadas 

apresentaram PCR positivo para o DNA-HPV. Contudo, taxas maiores de positividade 
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para o HPV foram reportadas em outros estudos, que detectaram o HPV em 96,5% 

de câncer do colo do útero confirmadas por Histopatologia (Stuebs et al., 2021). 

Adicionalmente, em um outro estudo, foi detectado uma positividade de 97,4% em 

amostras de diferentes etapas de desenvolvimento do câncer do colo do útero 

(amostra controle, NIC1, NIC2, NIC3 e câncer do colo do útero) (So et al., 2019). Tal 

diferença pode ser provavelmente atribuída as diferentes metodologias de diagnóstico 

utilizadas nestes diferentes estudos.  

No presente estudo, verificamos que a taxa de positividade para o DNA-HPV 

aumenta gradativamente de acordo com a progressão das lesões cervicais, sendo de 

46,7% (14/30) nas amostras no grupo NIC1, de 52,9% (18/34) nas amostras do grupo 

NIC2, de 75% (27/36) nas amostras do grupo NIC3 e de 90,6% (29/32) nas amostras 

do grupo CCE. Nossos resultados estão de acordo com um estudo sistemático 

realizado (Bzhalava et al., 2013), onde foi reportado que a prevalência do HPV 

aumentava com a progressão das lesões de NIC1 a NIC3, iniciando com 74,2% 

(7.442/10.030) em NIC1, seguido de 85,4% (4.106/4.809) em NIC2, 92,4% 

(10.791/11.679) em NIC3 e 89,5% (36.785/41.101) em câncer do colo do útero. 

Contudo, valores distintos foram reportados por (So et al., 2019), onde a prevalência 

para o HPV em biópsias de NIC1 foi de 91,5% (365/399), de NIC2 foi de 99,5% 

(398/400), em biopsias de NIC3 foi 99,5% (398/400) e em amostras de câncer, de 

99,2% (386/399). Contudo, um estudo conduzido no Brasil reportou uma positividade 

do DNA-HPV de 100% em todas as amostras analisadas (39 amostras de NIC1, 7 

amostras de NIC2, 11 amostras de NIC3 e 3 amostras de câncer) (Miranda et al., 

2020). Juntos, esses dados demonstram que a taxa de positividade para o DNA-HPV 

em tecidos portadores de lesões cervicais e de câncer de colo pode variar de acordo 

com o tipo de amostra utilizada (amostra congelada em nitrogênio líquido versus 

incluída em parafina), com a sensibilidade da metodologia de detecção empregada, 

com o número de pacientes incluídos no estudo e com a região em que estes estudos 

foram realizados. Neste aspecto, a menor positividade para o DNA-HPV observada 

nas amostras analisadas neste estudo está provavelmente relacionada às etapas pré-

analíticas como a exposição ao formaldeído, ao protocolo de fixação e ao tempo de 

armazenamento das amostras em parafina, que potencialmente degradam os ácidos 

nucleicos e expõem o DNA extraído à presença de inibidores de PCR, que 

permanecem durante a etapa de extração do DNA (Alvarez-Aldana et al., 2015; Seiler 
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et al., 2016). Apesar desta limitação, nossos resultados demonstram, como discutido 

anteriormente, um aumento da positividade para o HPV com o aumento da severidade 

da lesão cervical.  

A infecção persistente pelo HPV é essencial para o desenvolvimento de lesões 

no colo uterino (Chan et al., 2019) e esta progressão se relaciona com expressão das 

oncoproteínas E6 e E7, que se inicia com níveis mais baixos em lesões de NIC1 e 

que vai aumentando até lesões de NIC3 (Durzynska et al., 2017; Harden & Munger, 

2017). O tipo de HPV também influencia na severidade da lesão, onde os HPV 16, 31, 

33, 52 e 58 se correlacionam com lesões de alto grau e os HPV 39, 51,53, 56, 66, 68 

são mais relevantes em lesões de baixo grau (So et al., 2019).  

É conhecida a relação dos HPV de alto risco no desenvolvimento das lesões 

intra-epiteliais e do câncer do colo do útero sendo os de maior prevalência o HPV 16 

(44,6%), 18 (17,4%) e 31 (11,6%) (Dalgo Aguilar et al., 2017; Aleksioska-Papestiev et 

al., 2018; Colpani et al., 2020). No presente estudo, encontramos prevalência similar 

dos HPVs 16 e 18, seguidos dos outros tipos de HPV que podem variar em prevalência 

segundo a distribuição geográfica, o estado imune dos pacientes e a incidência dos 

fatores de risco na população (Chan et al., 2019; Colpani et al., 2020). Destaca-se que 

a presença do DNA do HPV 16 aumenta segundo a progressão das lesões no tecido 

cervical; resultados similares foram obtidos por outros grupos de pesquisa (Gori et al., 

2021; Stuebs et al., 2021; Pimple & Mishra, 2022). 

Em relação aos marcadores analisados nosso estudo é o primeiro a estratificar 

as camadas e componentes do estroma do tecido cervical para analisar a expressão 

da subunidade βA ativina/inibina e folistatina em cada uma delas. No presente estudo, 

a expressão da subunidade βA ativina/inibina, no epitélio normal do colo do útero, foi 

identificada em todas as camadas do epitélio tanto no núcleo como no citoplasma. 

O grupo controle apresentou maior imunoscore para a subunidade βA no 

citoplasma e no núcleo das distintas camadas epiteliais do grupo Controle. Contudo, 

durante as diferentes etapas da progressão da lesão neoplásica cervical, esta 

marcação diminui. Deste modo, a diminuição da expressão da subunidade βA estaria 

relacionada com a perda do controle da diferenciação e proliferação de células pré-

tumorais (NIC-3) e tumorais (CCE), demonstrando um provável comprometimento das 

vias de sinalização mediadas por ativina A, AB e ou inibina A. Por outro lado, é 
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possível que uma expressão diminuída da subunidade βA nas células alteradas do 

câncer do colo do útero, ainda sejam capazes de secretar ativina A no fluido cervical 

como descrito em estudo anterior (Petraglia et al., 1998). Esses dados sugerem, que 

alterações na expressão da subunidade βA pode desempenhar um importante papel 

na patogênese do câncer de colo de útero. Seja de modo autócrino/parácrino (local), 

quanto de modo endócrino (no fluído cervical). É importante ressaltar que a ação da 

ativina A no desenvolvimento de tumores depende do tipo celular e do estado da 

lesão, assim o comprometimento dos mediadores das vias de sinalização estimuladas 

pela ativina A, incluindo alteração na expressão e funcionalidade de seus receptores, 

das vias de sinalização intracelular (SMADS) e proteínas neutralizantes (folistatinas), 

possuem o potencial de alterar o estado fenotípico e proliferativo de diferentes tipos 

celulares (Bloise et al., 2019a). E também de importância é o papel da ativina A 

funcionando como supressor tumoral em estágios iniciais da carcinogênese em 

diversos tipos celulares (Tsuchida et al., 2009). Neste aspecto, em tumores de pele 

induzidos pelo HPV tipo 8 foi observado que a ativina A favoreceu a progressão 

tumoral, via ação de macrófagos pro tumorigênicos (Morianos et al., 2019), achado 

que conecta o vírus do HPV com o sistema ativina-inibina-folistatina.  

Neste estudo foi verificada uma menor imunomarcação citoplasmática e 

nuclear da subunidade βA nos vasos sanguíneos de NIC1, NIC2, NIC3 e CCE, 

comparada com o grupo controle. O efeito da ativina A regulando diferentes aspectos 

da angiogênese é controverso, no sentido que alguns estudos descrevem que a 

ativina A desempenha um efeito pró- (Oliveira, de et al., 2020) ou anti-angiogênico 

(Panopoulou et al., 2005; Kaneda et al., 2011) em diferentes tipos de tumores. 

Adicionalmente, durante a resposta inflamatória, as células endoteliais são uma 

importante fonte de ativina A, estimuladas pelas citocinas IL-6 ou IL-1β (Phillips et al., 

2001). Neste contexto, o papel do sistema ativina-inibina-folistatina na angiogênese 

em lesões da cérvice humana, assim como o conhecimento de como a desregulação 

endotelial do Sistema pode estar envolvida com a progressão da lesão NIC1 até o 

câncer do colo do útero, necessita ser investigada mais profundamente.  

Também observamos que a expressão da subunidade ativina/inibina βA foi 

detectada majoritariamente no núcleo celular do infiltrado inflamatório no grupo 

controle, e que a mesma diminui nas etapas subsequentes de progressão das lesões 

cervicas investigadas. Diversas células pró-inflamatórias podem ser estimuladas pela 
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ativina A, que pode apresentar atividade tanto pró como anti-inflamatória de acordo 

com a etapa de maturação dos macrófagos (Bloise et al., 2019a; Morianos et al., 

2019). Por exemplo, neutrófilos podem ser ativados pela ativina A via indução 

mediada por TNF (Morianos et al., 2019). A ativina A também pode inibir a proliferação 

de Linfócitos B e promover a diferenciação de linfócitos T. Para melhor se discutir o 

significado biológico da diminuição da marcação da subunidade ativina/inibina βA no 

infiltrado inflamatório durante a progressão da lesão cervical, seria necessário realizar 

a caracterização dos tipos celulares que compõem o infiltrado inflamatório, o que 

deverá ser realizado em futuros estudos. Contudo, é importante salientar que a ativina 

A relaciona-se com o desenvolvimento da resposta imunológica frente a infecções 

virais. Já foi reportado que o aumento de ativina A tecidual pode se relacionar com a 

inibição da replicação do vírus da hepatite C, do citomegalovírus humano e do Zika 

vírus. Contudo, nas etapas crônicas das infecções pelos vírus da hepatite A e B e 

H1N1, um aumento da expressão local de ativina A se relaciona com a cronicidade 

das lesões, promovendo fibrose dos tecidos acometidos (Morianos et al., 2019).  

O presente estudo demonstrou que o escore de imunomarcação da subunidade 

ativina βA em etapas crônicas das lesões cervicais é menor, comparada com o grupo 

controle. Considerando-se que o aumento da ativina A se relaciona à inibição da 

replicação viral (Morianos et al., 2019), e que em nossa cohort a positividade do HPV 

aumentou de acordo com o agravamento das lesões, é possível especular que uma 

diminuição do escore de imunoreatividade da subunidade βA poderia estar 

relacionada a uma maior positividade tecidual ao HPV, e consequentemente, ao 

agravamento da lesão cervical, uma hipótese que claramente requer uma 

investigação mais detalhada.  

Com relação a folistatina, esta participa da tumorigênese, metástase e 

angiogênese de distintos tipos de tumores, por intermédio de sua interação com 

membros das super-família TGF-β, em especial as ativinas (Shi et al., 2016; Seachrist 

& Keri, 2019). Além disso, pode apresentar atividade proliferativa ou inibitória da 

proliferação em distintos tipos de tumores, dependendo dos tipos de células 

envolvidas e das vias de sinalização ativadas (Loomans et al., 2014; Wijayarathna & 

Kretser, de, 2016). Entretanto, o entendimento da função da folistatina na progressão 

do câncer do colo do útero ainda é bastante limitado (Adu-gyamfi et al., 2020). 
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Na presente tese, identificamos que a expressão da folistatina  foi observada 

em todas as camadas epiteliais e em componentes do estroma da cérvice normal, e 

também durante a aquisição do fenótipo neoplásico característico do câncer de colo 

do útero, o que sugere um importante papel biológico da proteína nesta patologia. 

Contudo, demonstramos que a folistatina apresentou um imunoescore nuclear maior 

no grupo controle e que essa marcação diminuiu, de forma estrato celular-

dependente, com a progressão da lesão cervical até o câncer. Além disso, 

observamos maiores alterações no imunoscore nuclear da folistatina do que no 

imunoscore citoplasmático. Embora ainda não se conheça qual seja a função biológica 

da folistatina no núcleo celular, nossos dados sugerem que a diminuição da 

imunomarcação da folistatina nuclear está relacionada à progressão da lesão cervical. 

Ademais, como não observamos alterações da imunomarcação citoplasmática de 

folistatina, é possível que não ocorra alterações na secreção de folistatina pelas 

células cervicais ao longo do aumento da severidade da lesão cervical, e portanto, 

não exista diminuição na magnitude de neutralização de ativina extracelular, pela 

folistatina. Contudo, é possível que sua função ainda desconhecida, como proteína 

nuclear/perinuclear, esteja prejudicada.  

É importante salientar que a diminuição do imunoescore nuclear da folistatina 

ocorreu na camada intermediária entre os grupos controle e NIC1, e na camada 

superficial, onde a diferença ocorreu entre o grupo controle e NIC1/NIC2. Embora não 

tenhamos observado alterações no imunoscore da folistatina na camada basal, é 

possível que as alterações identificadas nas camadas intermediária e superficial, 

tenham tido origem na camada basal, ou terem sido adquiridas ao longo da 

diferenciação das células basais, induzidas diretamente pela infecção pelo HPV ou 

terem sido indiretamente resultantes das alterações celulares decorrentes da 

aquisição de um fenótipo pré-tumoral/tumoral ou pelo microambiente tecidual local 

alterado.  

Nos vasos sanguíneos cervicais, identificamos uma diminuição da 

imunomarcação da folistatina comparando o grupo controle com amostras de NIC1-

câncer. Com relação à presença de folistatina em células inflamatórias, o imunoscore 

nuclear diminui do grupo controle ao grupo câncer. Foi demonstrado que a folistatina 

pode ser secretada por células endoteliais quando estimuladas por citocinas pró-

inflamatórias (Phillips et al., 2001). Portanto, nossos resultados indicam que a 
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folistatina nuclear poderia estar relacionada com a angiogênese e função vascular nas 

lesões cervicais (Ogino et al., 2008; Sepporta et al., 2013). Além disso, nossos dados 

sugerem que a diminuição da folistatina nuclear potencialmente contribui com a 

progressão das lesões, seja através de sua ação direta no epitélio cervical, ou indireta 

nos vasos sanguíneos e nas células que compõem os infiltrados inflamatórios.  

Comparando os grupos HPV positivos e negativos, o grupo controle da 

subunidade βA apresentou uma maior imunomarcação nuclear comparada aos 

grupos HPV positivos. Tomando em conta que estudos prévios que relacionam a 

presença de Ativina A com uma resposta imunológica antiviral, por ativação de 

leucócitos (Morianos et al., 2019), podemos indicar uma possível relação entre a  

presença de HPV com a progressão das lesões no câncer cervical.  

De modo importante, ainda são necessários estudos que visem analisar a 

expressão das subunidades βB e da α-inibina, para assim descrever o padrão de 

imunolocalização das ativinas B, AB e inibinas, durante a aquisição do fenótipo 

neoplásico cervical na presença da infecção pelo HPV. Deste modo, os componentes 

do sistema ativina-inibina-folistatina poderiam ser explorados como servir como 

potenciais marcadores de diagnóstico e do prognóstico do câncer do colo do útero.   
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7. Conclusões 

 

O presente estudo demonstrou que a positividade do HPV16 aumenta com a 

idade da paciente e com o agravamento da lesão intra-epitelial cervical. 

A subunidade βA ativina/inibina é expressa no citoplasma e no núcleo das 

células do epitélio e do estroma cervical, em uma população majoritariamente positiva 

para o HPV. 

A expressão da subunidade βA ativina/inibina em células do epitélio cervical se 

relaciona com a progressão do câncer do colo do útero, onde se observa uma 

diminuição do seu imunoscore a partir de NIC1 até o câncer.  

Demonstrou-se que a folistatina é expressa no citoplasma e no núcleo das 

células do epitélio estratificado e do estroma cervicais. 

A expressão de folistatina se relaciona com o controle do desenvolvimento do 

câncer do colo do útero, sendo verificada maior expressão da proteína em amostras 

controle e a diminuição desta expressão em amostras de câncer do colo do útero. 

A expressão da subunidade βA ativina/inibina nas camada basal ou massa 

tumoral se relaciona com a presença de HPV.  
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