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RESUMO 

 

Mundialmente, o carcinoma de colo uterino associado ao HPV está entre as maiores 

causas de morte relacionadas ao câncer na população feminina. Nos últimos anos, a 

detecção de lesões pré-neoplásicas mediante a ação de programas consolidados de 

rastreamento, prevenção e acompanhamento clínico, permitiram a redução das taxas 

de câncer de colo em diversos países. Entretanto, esta neoplasia ainda é muito 

frequente. Esse problema tem fortalecido a procura por biomarcadores que possam 

aumentar a eficiência do rastreamento. Entre estes biomarcadores está RAP1, 

pequena GTPases com atuação em múltiplas vias de Sinalização celular, e em 

processos neoplásicos. Por isso, avaliou-se nesse estudo, biópsias de colo uterino 

diagnosticadas por Histopatologia em Cervicites, Lesões pré-neoplásicas e 

neoplásicas, (i) a expressão de RAP1 por Imuno-histoquímica nas áreas lesionadas 

do epitélio; (ii) a prevalência da infecção por HPV por meio da Nested-PCR, e a 

Genotipagem dos HPVs por Sequenciamento Automático de DNA. Neste estudo, a 

presença do DNA-HPV foi observada em 72 (73,74%) do total de 99 amostras, e o 

genótipo do HPV16 foi o mais prevalente nas amostras HPV positivas, especialmente 

em NIC III e Câncer. Em relação à RAP1 em tecidos cervicais, observou-se a 

expressão da proteína em amostras de todos os grupos analisados. A marcação 

esteve predominantemente no núcleo e no citoplasma de células epiteliais 

representando 69% do total de 90 amostras cervicais. Em relação ao parâmetro 

Intensidade da marcação, verificou-se que amostras de NIC III exibiram maior 

intensidade de RAP1, do que lesões de menor gravidade (Cervicites + NIC I). Nas 

amostras de Carcinoma de Células Escamosas também se observou a Imuno-

marcação para RAP1 predominantemente intensa, com forte marcação nuclear. 

Percebe-se que nas lesões mais graves, NIC III e CCE a quantidade de núcleos 

marcados é mais elevada se comparado a lesões mais leves. Em conclusão, nosso 

estudo aponta o uso potencial da marcação tecidual de RAP1 como Biomarcador de 

lesões cervicais de maior gravidade, como NIC III e o Câncer cervical. 

 

 

Palavras-chave: RAP1, Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), Câncer cervical, HPV, 

Imuno-histoquímica, Genotipagem do HPV.   

 



 
 

ABSTRACT 

Cervical cancer is one of the most important causes of cancer-related deaths among 

women Worldwide, and Human Papillomavirus (HPV) infection is present in 99% of 

cases. In the last years, detection of pre-neoplastic lesion through the action of well-

succeeded programs of women’s screening, prevention and clinical follow-up has 

permitted the reduction of incidence of and mortality from cervical cancer in several 

countries. However, this neoplasia is still very prevalent. This issue has intensified the 

search for biological markers or Biomarkers that could improve the sensibility and 

specificity of programs of women’s screening. Among these BM is RAP1, a small 

GTPase with action in several cell signalizing pathways and neoplastic processes. 

However, our study evaluated in biopsies collected from the uterine cervix of women 

diagnosed by Histopathology as Cervicitis, Pre-neoplastic and Neoplastic lesions, (i) 

the RAP1 expression in lesioned areas of cervical epithelium by Immuno-

histochemistry methodology and; (ii) the prevalence of HPV infection by using a 

Nested-PCR protocol, and the HPV Genotyping by sequencing of a viral DNA fragment 

by using the Automatic DNA Sequencing technique. In this study, the presence of HPV-

DNA was observed in 72 (73.74%) out of the 99 cervical tissues samples, and HPV16 

was the most commonly genotype found among the HPV-positive samples, especially 

in samples from the Cervical Intra-epithelial Neoplasia (CIN) grade III and Cervical 

cancer groups. Concerning the RAP1 expression in cervical tissues from distinct 

diagnosis, the protein Immuno-labeling was observed in tissue samples from the all 

analyzed groups. The labeling was predominantly in both sites nucleus and cytoplasm 

of epithelial cells, representing 69% of the total 90 tissue samples. In relation to the 

parameter “Labeling intensity”, it was verified that samples from the CIN III exhibited a 

higher intensity labeling for RAP1, than that observed in lesions of low-severity (CE + 

CINI). In the samples of Cervical cancer tissues, it is also possible to detect a labeling 

pattern of high intensity RAP1 staining, with strong nuclear labeling. It is noticed that 

in the most lesions of high-severity, CIN III and Cervical cancer the number of nuclear 

labeling is higher when compared to lesions of low-severity. In conclusion, our study 

highlights the potential use of RAP1 tissue labeling, as a biomarker for the detection 

of cervical lesions of high severity, and cervical cancer. 

 

Key words: RAP1, Cervical Intra-epithelial Neoplasia (CIN), cervical cancer, HPV, 

Imuno-histochemistry, HPV Genotyping. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O carcinoma cervical permanece entre as maiores causas de morte 

relacionadas ao câncer na população feminina. Ocupa a quarta posição na 

mortalidade, seguindo os cânceres de mama, cólon-retal e de pulmão e a terceira 

posição na morbidade. É um grande problema de saúde pública. A maioria dos novos 

casos, acima de 85%, são diagnosticados em pessoas economicamente 

desfavorecidas e quase 90% das mortes por este câncer, ocorrem em regiões de 

baixos recursos econômicos. 

É de consenso na literatura que o principal fator de risco para a carcinogênese 

cervical é a presença de infecção persistente pelo HPV de alto risco. Entretanto não 

é o único. Além de aspectos relacionados à própria infecção, como carga viral e 

frequência de integração e infecção única ou múltipla, fatores ligados ao hospedeiro, 

como a imunidade, a genética e o comportamento sexual, parecem influenciar os 

mecanismos que determinam a regressão ou a persistência da infecção. Portanto, o 

resultado da interação complexa entre infecção persistente por HPV de alto risco, 

fatores ambientais e fatores inerentes ao hospedeiro define a progressão ou não para 

o câncer de colo do útero. 

O diagnóstico precoce de lesões pré-neoplásicas não invasivas é de grande 

interesse, já que a neoplasia cervical se desenvolve de forma lenta e progressiva. No 

Brasil, o controle do câncer de colo do útero tem sido realizado, principalmente, por 

programas de rastreamento que utilizam a citologia como ferramenta de triagem, em 

coletas periódicas e a vacina, como prevenção. Embora estes programas tenham 

reduzido de forma significativa a incidência, a prevalência e a mortalidade por este 

tumor, os números permanecem altos, o que torna necessário a pesquisa de novos 

biomarcadores com maior valor preditivo.   

A busca por biomarcadores específicos e sensíveis é grande. Dentre os 

possíveis biomarcadores, a proteína GTPase RAP1 tem sido avaliada. Estudos 

demonstram que esta proteína atua como transdutor bioquímico nas vias de 

sinalização celular. No processo neoplásico, desempenha um papel ativo em eventos 

iniciais da transformação neoplásica. Alguns estudos demonstram que, por intermédio 

da ação de seus reguladores, ocorre a ativação aberrante de RAP1, o que leva ao 

aumento da proliferação celular e carcinogênese. Na neoplasia cervical, RAP1 tem 
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demonstrado grande potencial para biomarcador tumoral, mas os estudos ainda são 

escassos. 

Atualmente, tem-se como desafio entender o papel desta proteína nas diversas 

neoplasias, traçar seus possíveis mecanismos de ação e avaliar sua função como 

biomarcador precoce de tumores. 
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2 – REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 - O Papilomavírus Humano 

 

Os Papilomavírus (PVs) são um grande grupo de pequenos vírus 

encapsulados, não envelopados (WHO, 2019a). Segundo o Comitê Internacional de 

Taxonomia de Vírus, pertencem a família Papilomaviridae (ICTV, 2019). São 

agrupados em gênero, espécie, tipos, subtipos e variantes de acordo com semelhança 

genômica existente na sequência de nucleotídeos da região mais conservada do 

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

MORS HED et al., 2014; EGAWA et al. 2015).  

Até o momento, há aproximadamente 200 tipos de PVs que infectam humanos 

(HPV) (Papillomavirus Episteme: http://pave.niaid.nih.gov/#home). Estes HPVs estão 

distribuídos em cinco gêneros: alfa-papilomavirus, beta-papilomavirus, gama-

papilomavirus, Mu-papilomavirus e Nu-papilomavirus (EGAWA et al. 2015; JIN & XU, 

2015). O gênero clinicamente mais importante é o alfa-papilomavirus (de VILLIERS et 

al., 2004; MORSHED et al., 2014; EGAWA & DOORBAR, 2017) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Árvore filogenética do HPV. Os tipos de HPV encontrados em humanos se 

enquadram em cinco gêneros: alfa-papilomavirus (amarelo e rosa), beta-papilomavirus (verde), gama-
papilomavirus (azul), Mu-papilomavirus (azul escuro) e Nu-papilomavirus (lílas). Os três primeiros 
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gêneros, representam os maiores grupos. No gênero alfa-papilomavirus há a representação dos tipos 
de HPV cutâneos e mucosos de baixo risco oncogênico (amarelo), e a representação de HPVs de alto 
risco oncogênico (rosa). Fonte: adaptado de EGAWA & DOORBAR 2017, p. 120. 

 

Os HPVs também podem ser classificados de acordo com o tropismo epitelial, 

como mucosotrópicos ou cutâneos. Para cada tipo de HPV há propriedades 

genômicas e biológicas específicas. Portanto, são vírus espécie-específicos, 

manifestando patologias clínicas dependentes do genótipo viral (EGAWA & 

DOORBAR, 2017). 

Dentre os HPVs mucosotrópicos, há cerca de 40 tipos que podem causar 

infecções anogenitais, os quais podem ser categorizados em três grupos a depender 

de seu potencial oncogênico. De acordo com a Agência Internacional de Pesquisa 

sobre o Câncer (IARC) os tipos de HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59  

foram classificados como carcinogênicos ou de alto risco; os tipos virais HPVs 26, 30, 

53, 66, 67, 68, 69, 70, 82, 85 de possível risco carcinogênico e os tipos de HPVs 2, 6, 

7, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 44, 57, 61, 62, 72, 74, 77, 81, 83, 84, 86, 87, 89, 90, 91, 

106 de baixo risco ou não carcinogênicos (de VILLIERS et al., 2004; DOORBAR et al., 

2012; IARC, 2012).  

Essa força de indução ao câncer pode ser explicada pela forma como as 

oncoproteínas, dos diferentes tipos virais atuam no posicionamento e na regulação do 

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

mensageiro) e pela capacidade de se integrar ao genoma do hospedeiro. Essas 

diferenças alteram a expressão dos genes E6 e E7 que codificam as principais 

oncoproteínas virais, afetando assim a gravidade da lesão e suas chances de 

progressão (DOORBAR et al., 2012; EGAWA & DOORBAR, 2017).  

A estrutura viral do HPV é composta por um capsídeo icosaédrico, com 

diâmetro em torno de 55 nm e aproximadamente 2 nm de espessura (LETO et al., 

2011; MORSHED et al., 2014; MEJÍA et al., 2016) (Figura 2). 
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Figura 2 - Partículas de Papilomavírus. Micrografia eletrônica de partículas de papilomavírus 

coradas negativamente. Fonte: DOORBAR et al. (2015). 
 

A estrutura do genoma viral só foi desvendada em 1963 (CRAWFORD & 

CRAWFORD, 1963). O HPV é um vírus de DNA (ácido desoxirribonucleico) de fita 

dupla, circular contendo cerca de 8.000 pares de bases. Seu genoma pode ser dividido 

em três diferentes regiões: a) Região não-codificadora denominada URR (Upstream 

Regulatory Region), LCR (Long Control Region) ou NCR (Non-Coding Region) (LETO 

et al., 2011); b) Região precoce (E - early); c) Região tardia (L – late) (LIMA et al., 

2013; DOORBAR et al., 2012; DOORBAR et al., 2015) (Figura 3). 

A região URR é situada entre as regiões codificadoras precoce e tardia 

(ZHENG & BAKER, 2006; CAMARA et al., 2008; NAKAGAWA et al., 2010). É uma 

região não codificadora composta por cerca de 400 a 900 pares de base. Nessa região 

localizam-se a origem da replicação viral, os sítios de ligação para fatores de 

transcrição e proteínas reguladoras (HAUSEN, 2000; LIMA et al., 2013).  

A região E é uma região codificadora, que contém cerca de seis janelas abertas 

de leitura (ORFs- Open Reading Frames). É denominada região inicial ou precoce por 

apresentar genes virais expressos no início da infecção. Nela há a transcrição de 

proteínas multifuncionais relacionadas ao controle da replicação e transcrição viral 

(ZHENG & BAKER, 2006; ROSA et al., 2009; FERRAZ et al., 2012; LIMA et al., 2013; 

DOORBAR et al., 2015).  

A região L é uma região codificadora com presença de genes expressos na 

fase tardia da infecção viral (ZHENG & BAKER, 2006) (Figura 3). Nela há duas ORFs 

denominadas de L1 e L2 que são responsáveis pela codificação de proteínas do 

mesmo nome, L1 e L2 respectivamente. Essas proteínas compõem o capsídeo viral, 

sendo L1 a proteína estrutural principal e L2 a menos representativa. Essas proteínas 



25 
 

são responsáveis pela imunogenicidade do vírus e carregam determinantes 

antigênicos gênero-específicos. Este conhecimento é de extrema importância, já que 

possibilitou o avanço do desenvolvimento das vacinas profiláticas (CAMARA et al., 

2008; ROSA et al., 2009; LETO et al., 2011, DOORBAR et al., 2015).  

A transcrição do genoma viral ocorre somente em um sentido (no sentido 

horário no mapa circular) uma vez que somente uma das fitas do DNA viral apresenta 

ORFs (LIMA et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Representação esquemática da organização do genoma do HPV16. O 

genoma do HPV consiste em uma fita dupla de DNA circular (tamanho 8Kb) dividida em três regiões 
distintas: (I) região não-codificadora (LCR), (II) a região precoce e (III) a região tardia. A LCR abriga 
locais de ligação para as proteínas reguladoras E1 e E2, bem como para fatores de transcrição celular. 
Na região precoce há a codificação dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e, na região tardia, há a 
codificação dos genes L1 e L2. Fonte: Adaptado de TSAKOGIANNIS et al., 2017. 

 

As proteínas virais E1 e E2 estão diretamente envolvidas na proliferação viral 

(REINSON et al., 2015). A proteína E2 se liga cooperativamente com E1 formando um 

complexo tetrâmero para a iniciação da replicação do DNA viral (WHITE et al., 2003; 

SCHUCK et al., 2013).  Quando formado, esse complexo se liga em regiões ricas em 

adenina-timina (A-T) da região LCR, o que possibilita a replicação do genoma viral 

através da interação e do deslocamento dos fatores de replicação do hospedeiro para 
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a ORF viral (KING et al., 2010).  A proteína E2 atua também como repressor da 

transcrição gênica de E6 e E7 e, quando expressa em níveis muito elevados, é capaz 

de induzir a apoptose (RAJ et al., 2004; SCHUCK et al., 2013).  

O gene E4 é expresso abundantemente durante os últimos estágios do ciclo de 

vida viral. A proteína E4 está relacionada com a maturação, montagem, liberação e/ou 

a transmissão das partículas virais (GRIFFIN et al. 2012; MORSHED et al., 2014; 

EGAWA et al. 2015). A proteína E4, age rompendo a rede de queratina citoplasmática 

do citoesqueleto sendo, por isso, responsável pelo desenvolvimento de uma cavitação 

denominada de coilócito, achado citopático compatível com a infecção pelo HPV 

(OLIVEIRA et al. 2003; GOMES, 2012; LOPES, 2014; MORSHED et al., 2014).  

As proteínas E6, E7 e E5 são relacionados à transformação celular. A proteína 

E5 é uma pequena proteína hidrofóbica transmembrana com papel na proliferação 

celular, mimetizando a ação de fatores de crescimento. Atua também na evasão da 

resposta imune celular do hospedeiro, modulando diversos mecanismos do sistema 

imune, incluindo apresentação de antígenos e vias inflamatórias (DOORBAR et al., 

2012; MORSHED et al., 2014; DOORBAR et al., 2015; WANG, X., et al., 2018).  

As proteínas E6 e E7 desregulam o ciclo celular por interação e inativação de 

proteínas de genes supressores de tumor, ciclinas e cinases dependentes de ciclina. 

Favorecem dessa forma, a replicação viral nas células do hospedeiro mesmo 

naquelas sob diferenciação terminal (PAULINO JÚNIOR et al., 2011). Interferem na 

síntese de DNA, em grande parte, por inativar p53 e a proteína do retinoblastoma 

(pRb), respectivamente. 

A oncoproteína E6 interage com o supressor do tumor celular p53 marcando-o 

(ubiquitinação) para degradação rápida nos proteassomos. Devido a este mecanismo, 

p53 deixa de exercer sua função no controle do ciclo celular, reparo do DNA e 

apoptose, levando a célula à instabilidade genômica e mutações somáticas. Além 

disso, atua no crescimento celular sem ancoragem à matriz extracelular (ECM, sigla 

inglesa para Extracellular Matrix), e na ativação da telomerase o que promove 

imortalização celular (ELEUTÉRIO JUNIOR et al., 2006; PINTO & QUEIROZ, 2013; 

JIN & XU, 2015; LONGATTO FILHO et al., 2015).  

A oncoproteína E7 se liga a mais de 20 alvos celulares e interfere com 

numerosos processos na célula. Está envolvida na evasão da vigilância imunológica 

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

crescimento celular independente de ancoragem à ECM. Liga-se à forma 
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hipofosforilada da pRb, ligação que altera o complexo formado entre a pRb e o fator 

de transcrição E2F. Quando livre estimula a transcrição de genes cujos produtos são 

necessários para a entrada na fase S do ciclo celular, levando assim à desregulação 

do ciclo celular e da replicação do DNA (RAJ, et al., 2004; PAULINO JÚNIOR et al., 

2011; JIN & XU, 2015). 

Desta forma, as proteínas E6 e E7 atuam no processo de carcinogênese viral 

por estimular a proliferação celular ao inativar p53 e a pRb, respectivamente 

(MORSHED et al., 2014; EGAWA et al. 2015; DE SANJOSÉ et al. 2018).   

 

2.2 - Ciclo biológico do HPV 

 

Os HPVs apresentam tropismo por células epiteliais, e dependem da 

diferenciação destas para completar seu ciclo de vida (Figura 4). Eles infectam 

diferentes epitélios, sendo o epitélio estratificado escamoso não queratinizado da 

ectocérvice e o epitélio simples colunar da endocérvice, seus alvos no colo do útero. 

Um modelo para a infecção viral no tecido ectocervical consiste na entrada do vírus 

por meio de fissuras ou micro lesões existentes neste epitélio promovidas pelo ato 

sexual. Estas micro lesões expõem a camada basal do epitélio escamoso estratificado 

não queratinizado permitindo a infecção das células basais. O HPV também pode 

infectar as células metaplásicas que surgem ocasionalmente na região da junção 

escamo-colunar (JEC), e as células de reserva do epitélio simples colunar da 

endocérvice. A região da JEC é considerada uma região de alto potencial de 

transformação celular. Todas as células alvo deste vírus são indiferenciadas, e 

capazes de se dividirem ativamente (DOORBAR, 2005; CHOW L. et al., 2010; LETO 

et al., 2011; DOORBAR et al., 2015; EGAWA et al. 2015; DURZYNSKA et al., 2017; 

IARC, 2019a).  

Alguns estudos propõem o envolvimento dos receptores de Sulfato de Heparan 

situados na superfície das células do hospedeiro, que possibilitariam a ligação inicial 

do vírus à célula. Essa ligação ocorreria através da proteína viral L1 aos receptores 

celulares (PEREIRA et al., 2007; EGAWA et al., 2015; PINIDIS et al., 2016).  
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Figura 4- Representação esquemática da infecção por HPV e da neoplasia do 
epitélio cervical. Após a infecção, na camada basal do epitélio, o ciclo viral produtivo do HPV 

começa com a expressão de genes precoces. O genoma circular e epissomal, é mantido em um nível 
baixo de cópias por célula. Na camada parabasal, os oncogenes E6 e E7 são expressos, subvertem as 
vias regulatórias de controle da proliferação celular e impedem a diferenciação celular. Em camadas 
epiteliais superiores, os genomas virais são replicados com maior eficiência. Há a síntese de proteínas 
tardias L1 e L2, que compõem o capsídeo viral, e a montagem das partículas virais no núcleo. Após a 
montagem, há a liberação de vírions em camadas epiteliais completamente diferenciadas (Lesão 
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau - LSIL). Com a infecção persistente por HPV e a integração do 
DNA viral no genoma do hospedeiro, a expressão dos genes precoces é desregulada e a expressão 
de genes tardios é perdida, instalando-se a Lesão Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL). Em 
consequência, há instabilidade genômica nas células epiteliais, acúmulo de mutações e aumento ds 
replicação celular. Com a progressão da lesão, pode ocorrer o carcinoma invasor, onde as células 
completamente transformadas adquirem propriedades móveis, e podem romper a barreira da 
Membrana basal e invadir outros tecidos. Fonte: DURZYNSKA et al., 2017.  
 

Após a internalização do vírus o vírion perde o seu capsídeo, o que possibilita 

que o DNA viral seja transportado para o núcleo. Já no núcleo, o DNA viral sofre ação 

de fatores nucleares que interagem com a região LCR do vírus, ativando a transcrição 

do genoma viral. Assim, há a expressão dos genes precoces, principalmente E1 e E2 

(HUBERT & LAIMINS, 2002; LOPES, 2014; MORGAN et al., 2017).   

No início do processo infeccioso, o vírus se mantém em baixo número de cópias 

virais, cerca de 50-300 cópias por célula. Essa fase da infecção é denominada 

infecção assintomática ou latente, sendo que a replicação viral fica restrita ao ciclo de 

divisão celular (PARK & ANDROPHY, 2002; OZBUN, 2002; CAMARA et al., 2008; 

ROSA et al., 2009; DOORBAR et al., 2012; FERRAZ et al., 2012; FISHER, 2015; DE 

SANJOSÉ et al. 2018).  

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

ativando a maquinaria do hospedeiro necessária para permitir a proliferação viral. O 

tempo de duração da fase latente pode variar de indivíduo para indivíduo. Acredita-se 
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que devido a alguma fragilidade imunológica, o HPV saia do estado de latência e entre 

em estado replicativo. Nesta fase produtiva da infecção, partículas virais são formadas 

independentemente do ciclo de divisão celular, embora vinculadas à sua maturação 

(GRM et al., 2009; DOORBAR et al., 2012; LIMA et al., 2013; MORGAN et al., 2017). 

Durante a fase produtiva, a expressão de E6 e E7 é mantida, havendo aumento da 

expressão dos genes tardios para a formação de vírions nas células maduras. O 

aumento na expressão de E1 e E2 se torna necessário para o aumento do número de 

cópias virais (DOORBAR et al., 2012). Com a expressão aumentada de E1, transcritos 

aberrantes se formam (replicação “onion-skin”) e geram um conjunto de fragmentos 

do genoma do vírus que são ativamente modificados, recombinados e degradados 

pelo hospedeiro o que ameaça a estabilidade do genoma viral, sendo este um possível 

gatilho para a sua integração (MÄNNIK et al., 2002; KADAJA et al., 2007; 

NACHAJOVA et al., 2015). Após a formação dos vírions, o vírus deve sair de dentro 

da célula e sobreviver no meio extracelular para uma próxima infecção (FISHER, 

2015) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Fases da replicação do genoma viral do HPV. Após a infecção, na camada 

basal do epitélio, o DNA do HPV se apresenta em um nível baixo de cópias por célula (50-200). Este 
número de cópias é mantido até a fase produtiva. A fase produtiva é caracterizada por uma segunda 
amplificação de DNA onde partículas virais são formadas (acima de 100.000 cópias). Após a 
formação dos vírions, o HPV é liberado de dentro da célula. Fonte: Adaptado de NAKAHARA & 
KIYONO, 2016.  

 

2.3 - Importância e epidemiologia da infecção pelo HPV 

 

https://www.researchgate.net/profile/Tomomi_Nakahara
https://www.researchgate.net/profile/Tohru_Kiyono
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Na década de 70, o infectologista alemão Zur Hausen, ao notar similaridade 

dos padrões epidemiológicos das verrugas genitais e de pele, propôs a hipótese de 

que os HPVs participavam da etiologia destas verrugas e das neoplasias de colo 

uterino (ZUR HAUSEN, 1997). A partir de então, houve um crescente número de 

estudos da capacidade tumorogênica deste vírus. Em 1992, a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) reconheceu o HPV como o agente etiológico do processo de 

carcinogênese cervical.  

Mundialmente, o HPV é a infecção viral mais comum do trato reprodutivo 

(WHO, 2019b). O risco da aquisição do HPV é fortemente influenciado por marcadores 

sexuais, como a existência de elevado número de parceiros sexuais, frequência e 

início precoce da vida sexual (PINTO & QUEIROZ, 2013). Em um estudo de meta 

análise realizado por Bruni e colaboradores (2010) foi estimado que no mundo, o 

número de mulheres infectadas pelo HPV com achados citológicos normais, é de 

aproximadamente 12%. 

A infecção genital pelo HPV pode ocorrer em qualquer idade (CUTTS et al. 

2007), sendo que sua aquisição diminui no decorrer do envelhecimento das mulheres 

(MUÑOZ et al., 2004; CASTLE et al., 2005). Alguns estudos demonstram uma 

distribuição bimodal da infecção pelo HPV, com um pico na idade de 20 anos e um 

segundo pico na idade de 45-50 anos. Estes casos são observados especialmente 

em populações de alto risco para o carcinoma cervical (MOLANO et al., 2002; CUTTS 

et al., 2007).  

Além do câncer do colo uterino, há fortes evidências de que o HPV é o agente 

etiológico para os cânceres de pênis, vulva, vagina, ânus, cabeça e pescoço. Sendo 

assim, o HPV é responsável por 4,5% (630.000) de todos os novos casos de câncer 

em todo o mundo (DEPUYDT, et al. 2017; SERRANO et al., 2018). No câncer de colo 

uterino o HPV está presente em mais de 99% dos casos (WANG, X. et al., 2018).  

Os sorotipos mais frequentes de HPV de alto risco são diferentes entre países 

e etnias, e dependentes de fatores socioeconômicos. Entretanto, o HPV16 e o 18 têm 

se mostrado como os mais prevalentes e contribuem por mais de 70% de todos os 

casos de câncer do colo uterino, entre 41%-67% de lesões de alto grau e 16-32% de 

lesões de baixo grau (CLIFFORD et al., 2006; WANG, X. et al., 2018; BRUNI et al., 

2019).  Só o HPV16 contribui com cerca de 50% dos casos de câncer. Outros tipos 

virais de alto risco também são relacionados ao câncer cervical como os 31, 33, 35, 

45, 52 e 58; estes representam acima de 20% das neoplasias do colo do útero em 
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todo o mundo (CLIFFORD et al, 2006; WANG, X. et al., 2018). Os mais prevalentes 

HPVs de baixo risco oncogênico são os tipos 6 e 11, encontrados em cerca de 90% 

dos condilomas acuminados (HAWKINS et al., 2013; PINTO & QUEIROZ, 2013).  

Apesar da disponibilidade de múltiplas estratégias preventivas, o câncer 

relacionado ao HPV continua sendo uma das principais causas de morbimortalidade 

em muitas partes do mundo, particularmente nos países menos desenvolvidos que 

não possuem programas eficazes de rastreamento (SERRANO et al., 2018).  

Além disso, os custos relacionados ao diagnóstico e ao tratamento de doenças 

associadas ao HPV têm um grande impacto nos Sistemas de Saúde (BURLAMAQUI 

et al., 2017). Em um estudo de Chow I. e colaboradores (2010), foi relatado que a 

triagem de Papanicolaou, em combinação com testes de DNA para o HPV, podem 

consistir em um dos programas mais efetivos economicamente. Além disso, outros 

estudos demonstraram que a vacinação em combinação com a triagem de 

Papanicolaou, tem boa relação custo-efetividade em vários programas de 

rastreamento por todo o mundo (CHEN et al., 2011; BURGER et al., 2014; 

BURLAMAQUI et al., 2017).  

 

2.4 - Manifestações clínicas causadas pelo HPV no sistema genital 

feminino 

 

No trato genital feminino, a infecção pelo HPV pode ocorrer no colo uterino, 

vagina e vulva. As formas de manifestação da infecção podem ser: clínica e subclínica, 

onde existem lesões associadas à infecção por HPV ou latente, onde não existe 

nenhuma alteração macroscopicamente visual apesar do tecido se encontrar 

infectado (JUCKETT & HARTMAN-ADAMS, 2010; PAULINO JÚNIOR et al., 2011).  

A manifestação clínica é a menos predominante e é a mais facilmente 

detectada. Pode ser realizada pela visualização a olho nú de uma verruga 

denominada tecnicamente de condiloma acuminado. Esta lesão, corre com maior 

frequência na faixa etária de 15 a 24 anos (ARISTA et al., 2019), e está 

frequentemente associada à presença dos HPVs de baixo risco 6 e 11, sendo estes 

responsáveis por cerca 90% dos casos (HAWKINS et. al. 2013). Múltiplas infecções 

com HPVs de alto risco oncogênico, principalmente HPVs 16 e 18, podem ser 

encontradas, juntamente com os HPVs 6 e 11 (CHAN et al., 2009; BALL et al., 2011). 
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Entretanto, a infecção pelo HPV é frequentemente assintomática e pode passar 

despercebida pelo paciente, mesmo que uma lesão esteja presente (CASTRO et al., 

2009; FEDRIZZI, 2012). No carcinoma invasor, os sintomas dependem do tamanho 

do tumor e do grau de estadiamento. Em geral, as pacientes queixam-se de 

corrimento, dispareunia (transtorno que causa dor durante ou após o sexo) e 

sangramento genital (PAULINO JÚNIOR et al., 2011). 

A forma subclínica, lesão mais frequente no colo do útero que acomete 80% 

dos casos, é diagnosticada pela Colposcopia após aplicação de ácido acético a 5% 

ou pelo teste de Schiller. Esta forma, também denominada de condiloma plano, pode 

ter natureza benigna ou maligna. Esta natureza só pode ser determinada pela 

Citologia ou pela Biópsia seguida da Histopatologia e, quando maligna está sempre 

associada ao HPV (CASTRO et al., 2009; PAULINO JÚNIOR et al., 2011). 

Já a forma latente, devido à ausência de lesões, tem o diagnóstico da infecção 

viral condicionada à realização de testes de Biologia Molecular como a Hibridação in 

situ, a Captura Híbrida ou a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR); (CASTRO et 

al., 2009; PAULINO JÚNIOR et al., 2011). 

 

2.5 - História natural na Neoplasia Intraepitelial Cervical 

 

A neoplasia cervical é geralmente precedida por uma longa fase de doença pré-

invasiva, caracterizada microscopicamente como uma série de eventos que progridem 

desde a atipia celular até vários graus de displasia. Essa fase precursora é geralmente 

assintomática e pode ocorrer por um período de 10 a 20 anos (MARTIN & O'LEARY, 

2011). 

As Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais (NICs) são lesões proliferativas com 

maturação anormal e atipias de graus variáveis, substituindo parte ou toda a 

espessura do epitélio escamoso cervical. Segundo a classificação de Bethesda, na 

Citologia, as lesões precursoras cervicais recebem o nome de Lesões Intra-epiteliais 

Escamosas de Alto Grau (HSIL, sigla inglesa para Low-grade squamous Intraepitelial 

lesion) e correspondem na Histologia à Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau II (NIC 

II) e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau III (NIC III). Lesões mais simples, 

classificadas na Citologia como Lesões Intra-epiteliais escamosa de Baixo Grau (LSIL, 

sigla inglesa para Low-grade Squamous Intra-epithelial Lesion), na Histologia 
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correspondem à Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I (NIC I); (PAULINO JÚNIOR 

et al., 2011). 

Histologicamente, a categorização das NICs em graus I, II e III, depende da 

proporção de células maduras e diferenciadas na espessura do epitélio. Na presença 

de graus mais severos de NIC, há uma proporção maior de células indiferenciadas, 

na espessura do epitélio, com a camada superficial delgada composta por células 

maduras e diferenciadas (AIDÉ et al. 2009; IARC, 2019b) (Figura 6 C-D). 

Assim, histologicamente, a NIC I é caracterizada pela presença de células 

neoplásicas indiferenciadas localizadas no terço inferior do epitélio escamoso. 

Alterações citopáticas devido à infecção pelo HPV, podem ser observadas em toda a 

espessura do epitélio (Figura 6 B). Já na NIC II há a presença de alterações celulares 

neoplásicas que ocupam os dois terços inferiores desse epitélio (Figura 6 C). Na NIC 

III, as células atípicas comprometem mais de dois terços ou toda a espessura do 

epitélio (Figura 6 D). As NIC I, NIC II e a NIC III correspondem, respectivamente, à 

displasia leve, displasia moderada e displasia acentuada/Carcinoma in situ (AIDÉ et 

al. 2009, IARC, 2019b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Imagens representativas de secções de tecido cervical coradas por 
HE. A: Epitélio cervical normal. B: Imagem histológica de NIC I- presença de boa maturação celular 

com anomalias nucleares mínimas; as células indiferenciadas estão confinadas às camadas mais 
profundas (terço inferior) do epitélio e há poucas figuras mitóticas. Presenças de coilócitos são 
indicadas pelas setas. C: Imagem histológica de NIC II- Lesão caracterizada por alterações celulares 
neoplásicas, principalmente restritas à metade inferior ou aos dois terços inferiores do epitélio, com 
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anormalidades nucleares mais acentuadas do que na NIC I. D:  Imagem histológica de NIC III- A 
diferenciação e a estratificação podem estar totalmente ausentes ou presentes apenas no quarto 
superficial do epitélio, com numerosas figuras mitóticas. Anormalidades nucleares se estendem por 
toda a espessura do epitélio e há perda de polaridade das células. E- F: Imagem histológica do 
Carcinoma epidermoide – presença de ninhos sólidos de células com graus variados de diferenciação. 
Há extensa infiltração da massa neoplásica no estroma, reação desmoplásica (produção de tecido 
fibroso induzida pelo tumor) e reação inflamatória crônica inespecífica. Fonte: Adaptado de HARMON 
& KUMARASEN, 2009; Anatomia Patológica UNICAMP 2019; IARC 2019b.  

 

Na literatura, diversos autores estudam as NICs com ênfase na regressão, 

persistência e progressão dessas lesões (OSTÖR, 1993; COLIE et al. 2018, TAINIO 

et al., 2018, ZHANG & LU, 2019). Lesões menos graves como a NIC I, regridem 

espontaneamente na maioria dos casos. Mas para lesões de alto grau (NIC II ou NIC 

III) as chances de progressão ao câncer cervical são maiores (ZHANG & LU, 2019).  

Atualmente, a NIC I é reconhecida como um diagnóstico histológico de 

replicação viral benigno em que não há necessidade de tratamento, já que há grandes 

chances de regressão (MARTIN & O'LEARY, 2011; TAINIO et al., 2018). A maioria 

das NICs I regride entre o período de 12 a 24 meses (MELNIKOW et al., 1998; 

SCHIFFMAN et al., 2007).  

Em um estudo realizado por HU e colaboradores (2017), em seis anos de 

acompanhamento foi demostrado que somente 7% das mulheres, entre a idade de 35 

a 45 anos, diagnosticadas por NIC I, progrediram para NIC II. Outros autores 

observaram que a regressão de NIC I é de aproximadamente 75%. Em adolescentes 

e mulheres abaixo de 25 anos de idade, a taxa de regressão chega a 90% (COX et 

al., 2003; MOSCICKI et al., 2004; MOSCICKI et al., 2010). 

Alguns estudos de meta análise apontam que a maioria das lesões de NIC II, 

particularmente em mulheres jovens, também regride espontaneamente (TAINIO et 

al., 2018; ZHANG & LU 2019). Segundo Moscicki e colaboradores (2010) em um 

estudo de coorte prospectivo entre mulheres de 18 a 23 anos, foi encontrada uma taxa 

de regressão de 63%. Apenas 15% das mulheres jovens evoluíram para NIC III em 

três anos. Devido à alta taxa de regressão, pode haver uma tendência ao não 

tratamento de lesões de NIC II, principalmente em mulheres jovens (CASTLE et al., 

2009). Segundo Ostör (1993) a taxa de regressão de NIC III foi estimada em torno de 

32% e a progressão para câncer invasivo em até 12%.  

Além disso, é descrito que o risco no desenvolvimento e progressão das NICs 

está relacionado ao tipo viral infectante. KJÆR e colaboradores (2010) descrevem 

que mulheres acometidas por infecção persistente pelo HPV16 têm cerca de 5% de 
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risco de desenvolverem NIC III ou lesão mais grave em três anos, e 20% de risco em 

dez anos. Quando a infecção persistente for por outros tipos de HPV oncogênico, esse 

risco reduz pela metade. 

 

2.6 - Carcinogênese cervical e fatores de risco 

 

Atualmente, é de consenso na literatura mundial, que a presença de infecção 

persistente por HPV de alto risco não é suficiente para explicar todos os eventos da 

carcinogênese, apesar de ser esse o fator mais importante (CECCATO JUNIOR et al., 

2015; HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; GRAVITT & WINER, 2017). O 

resultado da interação complexa entre infecção persistente por HPV de alto risco, 

fatores ambientais e fatores inerentes ao hospedeiro determina a regressão ou a 

persistência da infecção, e também a progressão para lesões precursoras ou câncer 

(PINTO & QUEIROZ, 2013; INCA, 2019a).  

Entre os fatores da carcinogênese cervical relacionados com o hospedeiro 

estão a ação dos hormônios endógenos, a presença da junção escamo-colunar, o tipo 

de flora associada, as alterações genômicas do hospedeiro (herdadas e adquiridas) e 

a sua resposta imune (GAO et al., 2011; MOTEVASELI et al., 2013; PAULINO 

JÚNIOR et al., 2011; HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; TAN & ANKATHIL et 

al., 2015). Entre os fatores exógenos estão especialmente o uso de tabaco e de 

contraceptivos orais; a multiplicidade de parceiros e a dieta; a presença de 

traumatismo cervical e de coinfecção com o vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 

e outros agentes sexualmente transmissíveis (GAO et al., 2011; PAULINO JÚNIOR et 

al., 2011; MOTEVASELI et al., 2013; HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; TAN & 

ANKATHIL et al., 2015; FERREIRA et al. 2017). 

Em relação aos fatores associados ao vírus, a persistência da infecção, a taxa 

de integração viral ao genoma do hospedeiro, o tipo viral e a carga viral são os mais 

importantes (GAO et al., 2011; PAULINO JÚNIOR et al., 2011; MOTEVASELI et al., 

2013; HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015; TAN & ANKATHIL et al., 2015).  

Na persistência viral é descrito que a maioria das infecções pelo HPV são 

transitórias e o clearence ocorre dentre 12–24 meses após a exposição. Estima-se 

que 20% das mulheres e 6% dos homens desenvolvem infecção persistente pelo HPV 

o que leva à progressão da doença (GIULIANO et al., 2008; MIRANDA et al. 2013; 
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SHANMUGASUNDARAM & YOU, 2017). Na literatura são descritos alguns fatores 

que levam a persistência viral tais como: o hábito de fumar (HAUKIOJA et al., 2014), 

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

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

os mecanismos de evasão à resposta imune (STERN, 2005; HERNANDEZ-MONTES 

et al., 2012) e a infecção por múltiplos tipos de HPV (MIRANDA et al., 2013; WEELE 

et al., 2016).  

Outro fator importante na carcinogênese cervical é a integração do genoma 

viral. Esse evento é observado em infecções persistentes pelos HPVs de alto risco 

oncogênico, e é a chave principal para o desenvolvimento de lesões neoplásicas. 

Nele, ocorre a desregulação da expressão dos oncogenes virais E6 e E7, levando à 

inativação de pontos de checagem críticos do ciclo celular e ao aumento da 

instabilidade genômica no hospedeiro (LOPES, 2014; NACHAJOVA et al., 2015; 

MCBRIDE & WARBURTON, 2017; GROVES & COLEMAN, 2018). É um evento 

irreversível pondo um fim ao ciclo de vida viral gerando um ciclo produtivo incompleto, 

em que partículas virais não chegam a ser formadas (PINTO & QUEIROZ, 2013; 

MCBRIDE & WARBURTON, 2017). 

A integração do genoma do HPV pode ocorrer em qualquer fase do processo 

infeccioso. Pode ser detectada tanto em lesões pré-malignas como em pacientes 

assintomáticos, mas a porcentagem de células contendo o DNA do HPV integrado 

aumenta à medida que as células progridem para o câncer invasivo (SHUKLA et al., 

2014). Acima de 90% dos carcinomas cervicais apresentam o genoma do HPV de alto 

risco integrado com o DNA celular (PINTO & QUEIROZ, 2013). É descrito na literatura 

que cerca de 100% dos cânceres causados pelo HPV18, 70% dos HPV16 e 81% dos 

HPV31 apresentam integração viral (CULLEN et al., 1991; PIRAMI et al., 1997). 

A integração viral atua basicamente de 2 formas: i) pela linearização do 

genoma viral, onde a quebra do genoma frequentemente atinge as regiões E1 e E2 

(ROSA et al., 2009; PINTO & QUEIROZ, 2013; SCHMITZ et al., 2012). ii) pela 

distribuição aleatória dos locais de integração do HPV por todo o genoma do 

hospedeiro, mas preferencialmente a locais frágeis comuns e regiões 

transcricionalmente ativas, onde pode haver ativação de genes oncogênicos e 

inativação de gene supressores de tumor (DOORBAR et al., 2012; MCBRIDE & 

WARBURTON, 2017; WARBURTON et al., 2018). 
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Assim, na integração pode haver a perda do controle inibidor da proteína E2 

sobre os oncogenes E6 e E7, levando a um aumento de produção dessas 

oncoproteínas virais o que resulta em transformação da célula hospedeira 

(WARBURTON et al., 2018). O aumento do número de cópias do HPV integrado 

acarreta um aumento da quantidade das proteínas E6 e E7 disponíveis. A expressão 

elevada de E6 e E7, promove a instabilidade genômica levando à imortalização 

celular, por interromper a regulação do ciclo celular, ativar a telomerase, inibir a 

diferenciação celular, prevenir a apoptose, induzir a ocorrência de defeitos na 

duplicação cromossômica e na segregação durante a mitose (SCHMITZ et al., 2012; 

PINTO & QUEIROZ, 2013; AKAGI et al., 2014). 

 Pontos de ruptura de inserção também podem ocorrer dentro do gene E1, 

eliminando a função do gene E2 à jusante, e as propriedades de supressão do 

crescimento da proteína E1 (WARBURTON et al., 2018). 

Ao avaliar a carga viral do HPV, vemos que seu papel no desenvolvimento das 

lesões cervicais ainda não está claro (DONG et al., 2018). Sabe-se que a presença 

de alta carga viral de HPVs de alto risco oncogênico relaciona-se com maiores taxas 

de persistência da infecção, com a recorrência das lesões precursoras do câncer 

cervical, com o aumento da concentração das proteínas virais oncogênicas, com o 

aumento da probabilidade de integração do DNA viral. Todos esses fatores podem 

favorecer o agravamento das lesões (MÄNNIK et al., 2002; KADAJA et al., 2007; 

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

Alguns estudos apontam a existência de associação de altas cargas virais com 

a severidade das lesões (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ, et al. 2003; MA, et al., 2012). 

Em outros estudos, a correlação entre a carga viral como um biomarcador para o 

câncer cervical não é encontrada (SHERMAN et al. 2003; CONSTANDINOU-

WILLIAMS, et al., 2010). Na literatura, existem autores  que correlacionam a carga 

viral e o agravamento das lesões dependente ao tipo viral. Em um estudo realizado 

por Flores e colaboradores (2005) que avaliaram a carga viral dos tipos virais dos 

HPVs 16, 18, 31, 39, 45, 51, 52, e 58, observou-se que os tipos virais HPVs 16, 31, 

52 e 58 apresentaram a maior carga viral. Além disso, que houve uma relação entre 

o aumento da carga viral do HPV e o risco da progressão das lesões. De forma 

semelhante, no estudo conduzido por Dong e colaboradores (2018) a carga viral dos 

HPVs 16, 31, 33, 52 e 58 foi correlacionada com a severidade das lesões cervicais, 
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em detrimento das cargas virais dos tipos virais de HPVs 18, 45, 56 e 59 onde não 

encontrou-se tal correlação. 

 

2.7 - Epidemiologia do Câncer de colo do útero 

 

Apesar do aumento no número de exames citopatológicos preventivos 

realizados e do grande avanço na implementação de novas estratégias de 

diagnóstico, o carcinoma cervical permanece, em nível mundial, entre as maiores 

causas de morte relacionadas ao câncer na população feminina (BERMUDEZ et al., 

2015; HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2015). É o quarto câncer mais frequente em 

mulheres. Em 2018 foram estimados 570.000 novos casos, representando 6,6% de 

todas as neoplasias femininas (WHO, 2019c).  

É um grande problema de saúde pública. Resultou em 2012, em 

aproximadamente 527.600 novos casos e 265.700 mortes em nível mundial (TORRE 

et al., 2015). Em muitos países o câncer do colo do útero é o mais prevalente, 

principalmente em regiões da África Subsaariana, Sul da Ásia, América Latina, Caribe 

e Melanésia. A prevalência é menor em países da Ásia Ocidental, Austrália/Nova 

Zelândia e América do Norte (BRAY et al., 2013; TORRE et al., 2015). 

Aproximadamente 85% das mulheres que são diagnosticadas, e 88% das mulheres 

que morrem por este câncer vivem em regiões de baixos recursos econômicos 

(GINSBURG et al., 2017). 

Na América Latina e Caribe, de acordo com os dados da GLOBOCAN 2018, 

houve aproximadamente 56.000 novos casos de câncer cervical com 28.000 casos 

de mortalidade (IARC, 2019c). Segundo o INCA, esta neoplasia é a terceira mais 

frequente na população brasileira, sendo a quarta causa de morte entre as mulheres 

diagnosticadas por câncer, excetuando-se o câncer de pele não melanoma (INCA, 

2019b). São estimados 16.370 novos casos de câncer cervical para o biênio de 2018-

2019, e um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar 

os tumores de pele não melanoma, o câncer do colo do útero é o primeiro mais 

incidente na Região Norte (25,62/100 mil); nas regiões Nordeste (20,47/100 mil) e 

Centro-Oeste (18,32/100 mil) ocupa a segunda posição. Já nas regiões Sul (14,07 

/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil) este câncer ocupa a quarta posição (INCA, 2019b). 

Este tumor é muito incomum em mulheres jovens abaixo dos 25 anos de idade. 

Entretanto, a partir desta faixa etária, a incidência do carcinoma cervical aumenta 
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progressivamente e atinge seu pico em mulheres acima dos 35 anos (LOWY & 

SCHILLER, 2006) (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Relação entre a incidência da infecção cervical pelo HPV e as lesões 
pré-neoplásicas e neoplásicas. A incidência do HPV é demonstrada pela curva de linha azul. 

Seu pico relaciona-se com o início da vida sexual. A curva verde demonstra a incidência de lesões pré-
neoplásicas. Há um intervalo, não fixo, entre o período de aquisição da infecção pelo HPV e o 
desenvolvimento destas lesões. Além disso, o gráfico demonstra que as lesões pré-neoplásicas 
possuem baixa incidência, já que apenas um subconjunto de mulheres infectadas progride para o seu 
desenvolvimento. Já a curva de incidência do câncer, representada pela linha rosa, reflete o longo 
intervalo entre as lesões pré-neoplásicas e progressão para o câncer invasivo. Quando as mulheres se 
aproximam dos 35 anos de idade, a incidência de câncer começa a aumentar. Fonte: LOWY & 
SCHILLER (2006).  
 

2.8 - Prevenção da Neoplasia Intraepitelial Cervical e problemas em seu 

diagnóstico 

 

Desde a introdução do esfregaço de Papanicolaou como o teste de rastreio 

para o seu diagnóstico há cerca de 50 anos, a incidência desta neoplasia diminuiu 

consideravelmente (RAMA et al., 2006). O teste de Papanicolaou é um método eficaz 

para a detecção precoce do câncer do colo do útero, acessível e de simples execução 

(ARAÚJO et al., 2011; ASHTARIAN et al., 2017).  

Em países desenvolvidos e nas regiões em que os programas de rastreio são 

operacionais, a taxa de mortalidade por câncer de colo está em evidente declínio, já 

que lesões pré-invasivas podem ser detectadas e tratadas adequadamente (BOSCH 

& MUÑOZ, 2002; DICKINSON et al., 2012; SWANSON, 2013; TAINIO et al., 2018).  
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Para ser uma estratégia bem-sucedida, é requerida para a realização do exame 

citológico de Papanicolaou. É dependente de fatores pré-analíticos, analíticos e pós-

analíticos. Necessita de profissionais bem treinados para que haja a coleta e o 

processamento do material de forma adequada, a interpretação padronizada dos 

achados citopatológicos e, principalmente, a existência de clínicos treinados para lidar 

com as anormalidades detectadas, com ênfase no acompanhamento e tratamento das 

lesões encontradas (DERCHAIN et al., 2005; GRAVITT & JAMSHIDI, 2005; 

SWANSON, 2013).  

Outra metodologia para o rastreamento de lesões pré-neoplásicas é a Citologia 

em Meio Líquido. É uma técnica alternativa ao teste de Papanicolaou em que há a 

obtenção final de um esfregaço em camada única de células, dispostas de maneira 

uniforme, a partir de uma suspensão de células. Essa técnica apresenta vantagens 

como interpretação mais rápida e menos exames insatisfatórios (INCA, 2011). 

Na análise citológica, em caso de detecção de células atípicas de significado 

indeterminado, possivelmente não neoplásicas (ASC-US) ou de LSIL a recomendação 

do Ministério da Saúde brasileiro é repetir a Citologia em 6 meses. Caso a lesão 

persista, a paciente deve ser encaminhada à Colposcopia. Caso o resultado inicial 

seja de HSIL ou alguma alteração glandular, é indicado imediatamente o 

encaminhamento da paciente à colposcopia (IARC, 2019c). 

O exame colposcópico é uma investigação complementar que analisa as 

características macroscópicas do epitélio cervical pela aplicação da solução salina, 

ácido acético diluído entre 3% e 5% e solução de Lugol (teste de Schiller), em passos 

sucessivos. A observação de áreas suspeitas ou irregulares na superfície cervical é 

indicativo de biópsia (IARC, 2019c).  

No Brasil, pelas Diretrizes para o Rastreamento do Câncer do Colo do Útero 

2016 do Ministério da Saúde, o exame citopatológico deve ser realizado em mulheres 

de 25 a 64 anos de idade, ou que já tiverem tido atividade sexual mesmo antes desta 

faixa etária. A periodicidade é a cada 3 anos, após 2 exames anuais consecutivos 

negativos (INCA, 2019c). 

Existe um grande interesse na comunidade científica para a identificação de 

métodos e moléculas úteis na determinação da progressão das NICs, já que a base 

dos processos de triagem e diagnóstico, sofre da subjetividade intra e interobservador, 

além de outros fatores desde a coleta até os erros de detecção e interpretação. 

Estudos já demonstraram que a Citologia apresenta sensibilidade variando de 47 a 
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62%, e especificidade entre 60 a 95% para a detecção de NIC II e NIC III (MITCHELL 

et al., 1998; NANDA et al., 2000). Estima-se que 5 a 20% dos testes apresentem 

resultados falso-negativos na população em geral (ALLEN & HOLLADAY, 2002).  

Dessa forma, apesar dos testes citológicos permitirem, de forma eficaz, a 

prevenção do câncer do colo do útero, este resultado está condicionado a uma 

cobertura de 80% da população alvo, à sua realização na periodicidade indicada pelo 

Ministério da Saúde e às condições técnicas de realização do teste que, caso não 

adequadas, podem prejudicar o rastreamento. Portanto, a introdução de 

biomarcadores para a verificação do risco de progressão de lesões precursoras à 

invasivas, com maior sensibilidade e especificidade algo de extrema importância. A 

Imuno-histoquímica tem sido considerada uma possível ferramenta na triagem do 

câncer do colo do útero ao auxiliar na identificação de mulheres com maior risco de 

progressão. 

 

2.9 - Aplicação clínica de biomarcadores na Neoplasia Intraepitelial 

Cervical  

 

Devido às razões já descritas, há grande a procura por biomarcadores úteis na 

determinação da progressão da Neoplasia Intraepitelial Cervical (KEATING et al., 

2001; GRAFLUND et al., 2004; LOPES, 2014; PASCOAL-XAVIER, 2015). Entende-

se como um biomarcador qualquer parâmetro biológico que possa ser mensurado e 

avaliado com precisão, capaz de indicar processos biológicos normais ou patogênicos 

e, até mesmo, ser úteis na avaliação farmacológica (STRIMBU & TAVEL, 2010). 

Dessa forma, na NIC, os biomarcadores devem ser sensíveis e específicos em relação 

às alterações neoplásicas celulares decorrentes da atuação das oncoproteínas.  

Diversas estratégias têm sido utilizadas nesta busca e vários são as vias e os 

possíveis alvos, a citar: i) a regulação da expressão gênica via modulação por miRNAs 

(BEN et al., 2015); ii) a sinalização celular, como, por exemplo, a atuação da proteína 

RAP1 (PASCOAL-XAVIER, 2015); iii) a proliferação celular, como a expressão do 

antígeno de proliferação Ki-67 (AHMED et al., 2015); iv) o controle da duplicação do 

DNA, como as proteínas de Manutenção de Minicromossomas ou MCMs (DAS et al., 

2013); e ao v) controle da atividade do ciclo celular, como as proteínas regulatórias 

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

FILHO et al. 2015; TAN & ANKATHIL et al. 2015). 
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Em relação aos miRNAs, os primeiros relatos aconteceram em 1993, através 

da observação que RNAs não codificantes participavam na regulação do ciclo de vida 

do nematódeo Caenorhabditis elegans (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993). Já 

os primeiros miRNAs de humanos foram descritos no início dos anos 2000, onde 

observou-se sua importância já que muitos foram conservados evolutivamente 

(LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; ESQUELA-KERSCHER & SLACK, 

2006; STRACHAN & READ, 2013).  

Como reguladores da expressão gênica os miRNAs estão envolvidos na 

regulação de vários processos celulares como o ciclo, proliferação, apoptose, 

diferenciação e desenvolvimento celular (SACHDEVA & MO, 2010). No câncer 

cervical, a expressão gênica diferenciada de alguns miRNAs é objeto de estudo. Por 

exemplo, a expressão gênica do miR-145 no câncer cervical, associa-se com a 

ocorrência de invasão e metástase (LIANG et al., 2017) e a uma menor sobrevida 

(AZIZMOHAMMADI et al., 2017; ZHOU et al., 2017). Além disso, sugere-se que o miR-

145 é um potencial marcador tumoral específico para o HPV (LAJER et al., 2012). O 

miR-218 também desempenha um papel fundamental na progressão desta neoplasia: 

sua superexpressão reduz a proliferação de células cancerígenas, induz a apoptose 

e inibe a migração celular (KOGO et al., 2015; SHI et al., 2016).  

O biomarcador de proliferação celular, Ki-67 é estudado como ferramenta no 

diagnóstico e prognóstico de neoplasias.  Ki-67 é uma proteína presente no núcleo 

das células em proliferação e é expresso nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular. 

Entretanto, a especificidade de Ki-67 em avaliar a proliferação celular é considerada 

baixa, já que em amostras cervicais, há uma expressão elevada dessa proteína na 

presença de inflamação (AGOFF et al., 2003; PAN et al., 2015). 

Já as MCMs, proteínas de Manutenção de Minicromossomos, estão envolvidas 

na replicação do DNA celular. Elas desempenham papéis importantes na progressão 

do ciclo celular, atuam na iniciação e no licenciamento da replicação de DNA e, 

adicionalmente, representam o ponto de convergência de numerosas vias de 

sinalização envolvidas no crescimento celular (ROMANOWSKI & MADINE, 1996; DAS 

et al., 2013). Na NIC é demostrado que algumas MCMs apresentam elevada 

expressão de acordo com o avanço das lesões cervicais (FREEMAN et al., 1999; DAS 

et al., 2013). É também descrito que a expressão de MCM2 se correlaciona 

positivamente com os tipos de HPV de alto risco (ZHENG, 2015). 
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 Dentre as proteínas envolvidas no controle do ciclo celular, está um importante 

biomarcador, a proteína supressora de tumor denominada p16INK4a. Esta proteína, 

produto do gene CDKN2A, em ação conjunta com p53, controla negativamente a 

progressão do ciclo de divisão celular da fase G1 para a S. É uma das várias proteínas 

envolvidas neste ponto de checagem. p16INK4a atua inibindo as quinases dependentes 

de ciclina como a CDK4 e a CDK6, impedindo a progressão do ciclo. Na infecção pelo 

HPV, a p16INK4a é encontrada hiperexpressa. Acredita-se que este fenômeno seja 

consequência da liberação do fator de trasncrição E2F promovida pela redução da 

proteína pRb devido a ação de E7. A metilação do gene CDKN2A é outro fenômeno 

epigenético também encontrado. Na população de células tumorais de lesões 

cervicais escamosas precursoras ou invasoras, este fenômeno ocorre numa 

frequência que varia de 10 a 100%. A perda da transcrição do gene CDKN2A, anula 

o mecanismo de controle negativo da proteína p16, favorecendo a progressão de 

células com DNA danificado e contribuindo para o descontrole na proliferação celular 

(ELEUTÉRIO JUNIOR et al., 2006; LONGATTO FILHO et al. 2015). 

Vários estudos apontam a expressão de p16 como sendo um bom biomarcador 

e incentivam seu emprego na triagem das Lesões Escamosas Intra-epiteliais de alto 

grau e na identificação de células infectadas pelo HPV (EKALAKSANANAN et al., 

2006; QUEIROZ et al., 2006; TOSUN et al., 2010; ZHANG et al., 2015). De fato, 

p16INK4a é uma das proteínas mais utilizadas para a avaliação de progressão de lesões 

cervicais, tanto em amostras citológicas como em amostras de tecido cervical. 

Entretanto, algumas limitações ao seu uso foram demonstradas, o que impede sua 

utilização na prática clínica. Entre elas estão: i) a falta de padronização dos ensaios 

Imuno-histoquímicos, o que reduz a reprodutibilidade do método, e ii) a dificuldade de 

interpretação de cortes histopatológicos, o que pode gerar resultados falsos positivos 

(TSOUMPOU et al., 2009; NUOVO, 2016).  

 

2.10 - Proteína RAP1 

  

Na busca por biomarcadores de progressão de lesões cervicais, o estudo de 

Pascoal-Xavier e colaboradores (2015) apresenta a proteína RAP1, uma pequena 

GTPase da superfamília RAS, como candidata. 

A superfamília RAS de pequenas GTPases compreende mais de 150 proteínas. 

Essa superfamília é subdividida em famílias e subfamílias com base na estrutura, 
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sequência de aminoácidos e função das proteínas (WENNERBERG et al., 2005; 

GOITRE et al., 2014). A superfamília RAS recebeu destaque por seu papel na 

regulação de múltiplos eventos chaves no processo de carcinogênese e progressão 

neoplásica (WENNERBERG et al., 2005; BAILEY et al., 2009).  

A proteína RAP1 foi inicialmente identificada como proteína Krev-1, produto do 

gene K-rev, possuindo atividade antioncogênica capaz de reverter o fenótipo maligno 

de fibroblastos transformados por K-RAS, proteína codificada por um dos genes 

mutados de RAS (KITAYAMA et al., 1989). Em mamíferos, ocorre a expressão de 

duas isoformas da proteína RAP1: a RAP1A e a RAP1B, e de três isoformas da 

proteína RAP2: a RAP2A, a RAP2B e a RAP2C. As proteínas RAP2 são 60% 

homólogas às proteínas RAP1 (GLOERICH & BOS, 2011).  

As isoformas de RAP1, RAP1A e RAP1B, apresentam 95% de homologia entre 

si, e são produtos de dois genes diferentes localizados nos cromossomos 1 e 12, 

respectivamente (MITRA et al., 2003).  Em mamíferos, as proteínas RAP1A e RAP1B 

podem atuar de forma divergente, dependendo de sua localização tecidual e celular 

(CHEN et al., 2013). É descrito na literatura, que a RAP1A se localiza 

constitutivamente em múltiplos compartimentos. Está presente em grânulos 

específicos de neutrófilos, em grânulos secretores de glândulas pancreática e salivar, 

na membrana plasmática, no complexo perinuclear de Golgi, no retículo 

endoplasmático e no envelope nuclear (MITRA et al., 2003; BIVONA et al., 2004; 

GLOERICH & BOS, 2011). Entretanto a RAP1B localiza-se nas membranas celulares, 

e é predominantemente encontrada nas plaquetas (BERGER et al., 1994; TORTI & 

LAPETINA, 1994; GUIDETTI & TORTI, 2012).  

Nos carcinomas de células escamosas, RAP1 tem sido encontrada altamente 

expressa. Sua forma ativa ligada ao GTP (guanina trifosfato) localiza-se no núcleo, 

enquanto a forma inativa ligada ao GDP (guanina difosfato) localiza-se no citoplasma, 

numa distribuição perinuclear (MITRA et al., 2003; FARINA et al., 2004; PASCOAL-

XAVIER, 2011). 

A proteína RAP1, assim como as demais GTPases, agem como interruptores 

moleculares em diversas vias de sinalização intracelulares (GLOERICH & BOS, 

2011). Esse mecanismo de ativação e inativação de RAP1 é regulado por fatores de 

troca de nucleotídeos de guanina, também chamados GEFs (sigla inglesa para 

Guanine Nucleotide Exchange Factors) e por proteínas ativadoras de GTPase, 
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chamados de GAPs (sigla inglesa para GTPase Activating Protein) (BAILEY et al., 

2009) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Controle da atividade da proteína RAP1 GTPase via GEFs e GAPs. A 

RAP1 pode ser ativada por ação de vários receptores: 1) acoplados à tirosina quinases (RTKs), 2) 
receptores acoplados à proteína G (GPCR) e 3) canais de íons (ICR). A sinalização da RAP é 
controlada por proteínas ativadoras (GEFs) e inibidoras (GAPs). Além desse controle, há vias que 
regulam a atividade da RAP através de diversas proteínas correguladoras e efetoras. Como efetoras 
podemos citar as proteínas B-Raf, C-Raf, AF-6, RAPL. Além disso, o RAP-GTP interage com proteínas 
ativadoras e efetoras PDZ-GEFs ou PLCε, respectivamente, para fornecer feedback positivo à ativação 
local da RAP. Fonte: Guo et al., 2016. 

 

Os GEFs medeiam a dissociação do GDP à proteína RAP1, o que permite que 

o GTP se ligue, ativando-a. Por outro lado, a inativação de RAP1 ocorre pela ação 

das GAPs, que aumentam a atividade intrínseca da GTPase, induzindo a hidrólise de 

GTP ao GDP (GLOERICH & BOS, 2011). Como a concentração intracelular de GTP 

livre excede ao GDP, os GEFs atuam acelerando a dissociação do GDP, o que 

aumenta a porcentagem de GTP ligado à RAP1. A via de sinalização termina quando 

o RAP-GTP, forma ativa, é hidrolisado em RAP-GDP, forma inativa (ZHANG et al., 

2017; JAŚKIEWICZ et al., 2018). 

Existem diferentes GEFs atuando no controle da atividade de RAP1. Há 

evidências de pelo menos sete classes distintas desses fatores: C3G, PDZ-GEF, 

B-Raf 
RALGDS 

KRIT1 
C-Raf 
AF-6 
RAPL 
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Epac, Repac, CD-GEFIII, CD-GEFI e DOCK4. Muitos desses GEFs não são 

exclusivos no controle da atividade de RAP1, mas também podem atuar em outras 

GTPases. O mesmo é observado para as GAPs, tais como, RAPGAP, Spa1 e Spa-

L1, E6-TP1 (FRISCHE & ZWARTKRUIS, 2010; JAŚKIEWICZ et al., 2018).   

Além das proteínas ativadoras (GEFs) e inibidoras (GAPs) é descrito na 

literatura, proteínas que são efetoras e correguladoras de RAP1 (Figura 8). Como 

proteínas correguladoras podemos citar aquelas que regulam as GEFs e GAPs, tais 

como as proteínas quinases e a alfa proteína G, respectivamente. Em relação às 

proteínas efetoras, muitas são descritas tais como RapL, Riam, AF-6, dentre outras 

(GUO et al., 2016). 

A ativação de Epac1 desencadeia a sua realocação para a membrana 

plasmática, ativando a RAP1 localizado na membrana e melhorando a adesão celular 

mediada por Integrinas. Essa sinalização é regulada diretamente pelo mensageiro 

secundário cAMP (adenosina 3',5'-monofosfato cíclico), que controla a sinalização 

local do complexo Epac-Rap1 através de sua distribuição celular (ZHANG et al., 

2017). Além de cAMP, na literatura já foram identificados pelo menos dois 

mensageiros secundários diferentes ativadores de RAP1, íon cálcio (Ca2 +) e 

diacilglicerol (DAG) (GUO et al., 2016) (Figura 8). 

A proteína RAP1 também pode ser ativada por fatores de crescimento, 

citocinas e quimiocinas em várias receptores acoplados à tirosina quinases (RTKs, 

sigla inglesa para Receptor Tirosin Kynases) ou em receptores acoplados à proteína 

G (GPCR, sigla inglesa para G-Protein–Coupled Receptors) (CHEN et al., 2013; 

JAŚKIEWICZ et al., 2018; SHAH et al., 2019). Por não haver um receptor comum para 

todos os tipos de células, cuja estimulação levaria à ativação de RAP1, sua ativação 

e, consequentemente, seu efeito, está intrinsicamente dependente ao tipo celular 

(GUO et al., 2016; JAŚKIEWICZ et al., 2018) (Figura 8).  

RAP1 desempenha importantes funções na biologia celular, atuando como 

transdutor bioquímico nas vias de sinalização celular (GUO et al., 2016; JAŚKIEWICZ 

et al., 2018). Possui relevante papel nas funções celulares mediadas por integrinas. 

Dessa forma, promove: (i) ativação e angiogênese via receptor do Fator de 

Crescimento Vascular Endotelial 2 (VEGFR2, sigla inglesa para Vascular Endothelial 

Growth Factor Receptor 2), (ii) participa na formação de sinapses imunológicas, na 

fagocitose mediada por macrófagos, na adesão induzida por quimiocinas e 

transmigração de leucócitos e células dendríticas para órgãos periféricos, (iii) participa 
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também na adesão e agregação plaquetárias, bem como na adesão de células a 

várias proteínas da matriz extracelular, como fibronectina, fibrinogênio, colágeno e a 

laminina (CAREY & STORK, 2002; BOS, 2005; BOETTNER & AELST, 2009; 

LAKSHMIKANTHAN et al., 2011; SHAH et al., 2019). 

Além disso, a ativação de RAP1 promove a formação de contatos célula-célula 

mediados por caderinas (ZHANG et al., 2017), atuando na formação de junções 

celulares (KOOISTRA et al., 2007; PANNEKOEK et al., 2009), no controle do 

estabelecimento da polaridade celular (ITOH et al., 2007), na migração (SAWANT et 

al., 2018; ZHANG et al., 2017), proliferação (BANERJEE et al., 2011) e exocitose 

celular (BRANHAM et al., 2009).  

Além dessas funções descritas, alguns estudos avaliam o papel de RAP1 em 

processos inflamatórios. Pode atuar, quando ativada, no aumento da expressão de 

citocinas (YOSHIDA et al., 2014; CAI et al., 2015) ou na modulação de NF- κB (Fator 

Nuclear kappa B) (CAI et al., 2015; POON et al., 2015). Até o presente estudo, a 

associação e atuação de RAP1 com a inflamação do colo uterino ainda não foi 

esclarecida.  

 

2.11- Expressão de RAP1 em tumores 

 

Além de controlar os todos os processos fisiológicos citados acima, RAP1 

desempenha um papel ativo nos processos patológicos neoplásicos (BAILEY et al., 

2009; MAERTENS & CICHOWSKI, 2014). É descrito na literatura que a expressão 

desregulada de RAP1 foi observada: (i) em várias linhagens celulares como em 

células escamosas de cavidade oral (CHEN et al., 2013), células epiteliais da mama 

(ITOH et al., 2007), em leucemias (MINATO, 2013), (ii) em neoplasias como o 

melanoma (GAO et al., 2006), do pâncreas (ZHANG et al. 2006), da próstata (BAILEY 

et al., 2009), da tireoide (VAN STAVEREN et al., 2012) e do cólon-retal (GAO et al., 

2018).  

É provável, que as ações fisiológicas de RAP1 estejam envolvidas em eventos 

iniciais da transformação neoplásica como na inibição à apoptose e nas alterações do 

metabolismo celular e também nos processos mais tardios como a migração, invasão 

e metástase (Figura 9) (SHAH et al., 2019). Já é descrito na literatura, que os eventos 

de migração celular e metástase tumoral são responsáveis por causar até 90% da 

mortalidade associada ao câncer, sendo, por isso, a compreensão da atuação de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0076687902450318#!
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RAP1 na carcinogênese algo de grande importância. Além desses eventos, há 

também a perda de polaridade epitelial e consequentes rupturas na arquitetura dos 

tecidos, características de várias neoplasias malignas (ZHANG, et al., 2017; 

JAŚKIEWICZ et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9- Atuação da proteína RAP1 em neoplasias. RAP1 está envolvida em várias 

atividades no desenvolvimento neoplásico. Atua na angiogênese, proliferação, alteração do 
metabolismo, invasão, metástase e inibição da apoptose. Fonte: SHAH et al., 2019.  

 

Alguns estudos demonstram que a ativação aberrante de RAP1 leva ao 

aumento da proliferação celular e carcinogênese. No carcinoma espinocelular da 

cavidade oral, a elevada expressão de RAP1A exibiu correlação positiva com 

progressão tumoral, metástase e sobrevida (CHEN et al., 2013). No câncer de mama, 

o aumento da ativação de RAP1 induziu a formação de tumores e a progressão para 

malignidade (ITOH et al., 2007).  

Acredita-se que ativação aberrante de RAP1 seja desencadeada por intermédio 

da ação de seus reguladores (GEFs e GAPs), já que a presença de mutações em 

RAP1 é raramente observada (YAJNIK et al., 2003; GYAN et al., 2005; ITOH et al., 

2007; FRISCHE & ZWARTKRUIS, 2010).  
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Alguns estudos apontam que o aumento da atividade de RAP1 está relacionado 

à deleção ou mutação dos genes que codificam as proteínas inibidoras da ação de 

RAP1, como RAP1GAP e SPA1 (BAILEY et al., 2009; GAO et al., 2018; ZHANG et 

al., 2006). RAP1GAP atua como supressora de tumor e exibe expressão diminuída 

em vários tipos de câncer. Na pesquisa realizada por Gao e colaboradores (2018), a 

diminuição da expressão de RAP1GAP foi associada com a progressão do tumor e o 

mau prognóstico do câncer cólon-retal. No câncer pancreático, a perda da função de 

RAP1GAP favoreceu o crescimento, a sobrevivência e a invasão das células 

neoplásicas in vitro e in vivo (ZHANG et al., 2006). Além disso, a perda da expressão 

de RAP1GAP promoveu a migração e invasão de células no câncer de próstata 

(BAILEY et al., 2009). 

 Entretanto, no estudo de MITRA e colaboradores (2008), a superexpressão de 

RAP1GAP favoreceu positivamente a invasão, ao regular a ação das metaloproteases 

2 e 9 no carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, demostrando que os 

contextos específicos do tipo de célula são potencialmente importantes. 

No carcinoma de células escamosas é descrito uma tendência da translocação 

da proteína RAP1-GTP para o núcleo, enquanto a RAP1-GDP é retida no citoplasma. 

Essa translocação nuclear pode indicar a atuação ativa de RAP1 no processo 

neoplásico (MITRA et al., 2003; PASCOAL-XAVIER et al., 2015).  

O envolvimento de RAP1 e seus reguladores tem sido investigado em diversos 

tipos de câncer, entretanto, apenas um estudo foi direcionado à análise da expressão 

tecidual de RAP1 no contexto da patogênese do câncer cervical (PASCOAL-XAVIER 

et al., 2015).  

Neste estudo, avaliou-se por meio da técnica de Imuno-histoquímica ou Imuno-

marcação de RAP1, a sua associação com à progressão de lesões neoplásicas 

cervicais. Para isso, estudou-se 183 amostras cervicais, sendo 84 classificadas como 

NIC I, 66 NIC II/ III e 33 negativas para lesões Intraepiteliais e pela infecção ao HPV. 

Observou-se um aumento gradual da expressão de RAP1 das amostras controles em 

direção à NIC II/III. Destaca-se que nesse estudo, a expressão de RAP1 foi 

comparada à expressão de p16INK4a. Foi também observada uma boa correlação na 

expressão de ambos os marcadores nas amostras cervicais analisadas. 

Considerando a importância de RAP1 como proteína envolvida em importantes 

vias de sinalização celular intrinsecamente associadas a processos de adesão, 

migração celular, proliferação e angiogênese, justifica-se a relevância de estudos 
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direcionados à avaliação de RAP1 em amostras cervicais de pacientes portadoras de 

Neoplasias Cervicais e Câncer, além de indivíduos controle, com o objetivo de 

comparar os achados observados em estudos anteriores relacionados à patogênese 

do câncer cervical (PASCOAL-XAVIER, 2015) e da cavidade oral (CHEN et al., 2013), 

que acometem sítios equivalentes da arquitetura tecidual (epitélios estratificados 

escamosos) e fortemente associados à infecção pelo HPV. 
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3 - RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

O exame preventivo Papanicolaou é a principal estratégia utilizada em 

programas de rastreamento para o controle do câncer do colo do útero em todo o 

mundo. Este exame quando implantado adequadamente, opera com grande impacto 

na redução da incidência e mortalidade do câncer cervical. Possibilita uma redução 

de cerca de 80% da mortalidade por esta neoplasia quando aliado juntamente com 

tratamento adequado das lesões precursoras (ARCARO et al., 2010; DENNY & 

PRENDIVILLE, 2015). 

Apesar do aumento no número de exames de Papanicolaou realizados e do 

grande avanço na implementação de novas estratégias de diagnóstico, como os 

testes moleculares, o carcinoma cervical permanece entre as maiores causas de 

morte relacionadas ao câncer na população feminina em todo o mundo. Estudos 

experimentais e epidemiológicos apontam a infecção persistente por HPV de alto risco 

como o principal fator carcinogênico.  

No Brasil, o Ministério da Saúde recomenda exames citopatológicos periódicos 

anuais e, após dois resultados negativos consecutivos, exames trienais como 

estratégia de rastreamento. Entretanto, apesar da alta especificidade (98%), o exame 

de Papanicolaou, apresenta baixa sensibilidade (51%). A porcentagem de resultados 

falso negativos na citologia convencional pode variar 5% a 70%, e os falso-positivos, 

de 10% a 30% na dependência da subjetividade intra e interobservador, além de 

outros fatores desde a coleta até os erros de detecção e interpretação (CORTE et al., 

2007). Até mesmo o método histopatológico, considerado o método mais confiável 

para o diagnóstico definitivo das lesões cervicais, também é afetado por certa taxa de 

variação interobservador (ISMAIL et al., 1989). 

Devido às limitações dos testes utilizados no rastreio e diagnóstico das lesões 

cervicais, a pesquisa de novos biomarcadores torna-se primordial. É grande a busca 

por marcadores celulares sensíveis e específicos, que possam identificar alterações 

e transformações celulares relacionadas e/ou decorrentes da infecção produtiva pelo 

HPV, e ainda, na identificação de lesões com maior risco de progressão maligna.  

Dessa forma, vários marcadores celulares detectados por Imuno-histoquímica 

têm sido estudados. A avaliação da sensibilidade, especificidade e capacidade de 

detecção de células neoplásicas destes biomarcadores tanto em biópsias quanto em 

esfregaços cervicais, também tem sido avaliada.  
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Dentre esses possíveis biomarcadores está a proteína RAP1, uma pequena 

GTPase da superfamília RAS. Esta proteína, assim como as demais GTPases, agem 

como interruptores moleculares em diferentes vias de sinalização intracelulares e sua 

atuação tem sido estudada em diferentes processos patológicos neoplásicos. 

Destacam-se estudos direcionados à avaliação da expressão de RAP1 e de moléculas 

relacionadas em leucemias e tumores de pâncreas, próstata, tireoide e cólon-retal 

(ZHANG et al. 2006; ITOH et al., 2007; BAILEY et al., 2009; van STAVEREN et al., 

2012; MINATO, 2013; GAO et al., 2018).  

Vários estudos relatam o envolvimento de RAP1 em diferentes vias de 

sinalização celular, estando intrinsecamente associada a processos de adesão, 

migração, proliferação celular e angiogênese (SHAH et al., 2019). Estes achados 

demonstram ser esta proteína muito importante no processo de agravamento e 

disseminação de lesões, o que fundamenta seu estudo em neoplasias.  

A escassez de informações sobre a ação de RAP1 como biomarcador Imuno-

histoquímico de progressão e infecção por HPV em lesões neoplásicas do colo do 

útero, também justifica este estudo. 
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4 - OBJETIVOS 

 

Avaliar a expressão da proteína RAP1 em Lesões Escamosas Intraepiteliais 

Cervicais por meio da técnica de Imuno-histoquímica e correlacioná-la com o grau de 

lesão. 

 

4.1- Objetivos específicos 

 

• Classificação das lesões; 

 

• Investigar a presença do DNA-HPV em amostras de biópsias cervicais pela 

técnica de Nested-PCR; 

 

• Determinar o tipo viral infectante de HPV, por Sequenciamento Automático do 

amplicon de 150 pb do gene L1 pela técnica de Sanger; 

 

• Avaliar a expressão de RAP1 em distintas amostras cervicais classificadas 

histologicamente em: Cervicite, Cervicite com Alterações citoarquiteturais 

compatíveis com ação viral do HPV, NIC I, NIC II, NIC III e Carcinoma de 

Células Escamosas (CCE), por meio da técnica de imuno-histoquímica; 

 

• Correlacionar a expressão de RAP1 ao grau da lesão. 
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5 – METODOLOGIA 

 

5.1 - População estudada e aspectos éticos   

 

Nesse estudo, foram analisadas 101 amostras cervicais obtidas por biópsias 

de colo do útero. Seus espécimes correspondentes encontravam-se incluídos em 

parafina. Todas as amostras foram selecionadas no banco de amostras do Laboratório 

da Anatomia Patológica do Hospital Luxemburgo (Belo Horizonte - MG) e gentilmente 

cedidas pelo Dr. Paulo Guilherme de Oliveira Salles, responsável técnico pelo referido 

laboratório. Essas amostras, categorizadas no Tabela 1, foram separadas em grupos 

de acordo com a análise histopatológica. 

 

Tabela 1 – Grupos de pacientes selecionados para o estudo 

 

 

Foram incluídas apenas mulheres com idade acima de 18 anos, sendo seus 

dados clínico-epidemiológicos restritos, consistindo apenas do diagnóstico laboratorial 

da lesão. A difícil localização de todas as pacientes envolvidas no estudo 

impossibilitou o emprego do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o 

que restringiu o acesso às informações clínico-epidemiológicas. 

A prática da coleta histológica foi realizada sob visão colposcópica identificada 

por médicos ginecologistas em exames histológicos de rotina, no período de 2016 a 

2017. 

Destaca-se que tais amostras foram concedidas na forma de empréstimo durante 

o período de realização da pesquisa, ficando os blocos de parafina sob a guarda 

Diagnóstico Histopatológico N amostral 

CE - Cervicite crônica inespecífica 13 

CEH - Cervicite com Alterações citoarquiteturais compatíveis com 

ação viral do HPV  

06 

NIC I -  Neoplasia Intraepitelial de grau I 25 

NIC II -  Neoplasia Intraepitelial grau II  17 

NIC III -  Neoplasia Intraepitelial grau III 20 

CCE – Carcinoma de Células Escamosas  20 

Total 101 
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provisória dos Laboratórios envolvidos na pesquisa, localizados no Departamento de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia (FAFAR) – UFMG 

(Universidade Federal de Minas Gerais), e no Departamento de Morfologia do Instituto 

de Ciências Biológicas (ICB) - UFMG. Após esse período, todo o material foi devolvido 

ao Laboratório de origem no Hospital Luxemburgo.  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG, número 

2.533.704 e emenda, e pelo CEP do Laboratório de Anatomia Patológica do Hospital 

Luxemburgo registrado com o número 2.662.189 (Anexo A, B e C).  

 

5.2 - Análise Histopatológica 

 

Primeiramente, todas as amostras selecionadas foram analisadas por médicos 

patologistas de reconhecida competência, no Laboratório de Anatomia Patológica do 

Hospital Luxemburgo para emissão de laudos histopatológicos. Posteriormente, estas 

mesmas amostras foram reexaminadas no Laboratório de Anatomia Patológica da 

Faculdade de Medicina (FM) da UFMG, pelo Dr. Marcelo Pascoal Xavier, docente do 

Departamento de Anatomia Patológica desta faculdade.  

As lâminas de tecido cervical obtidas de pacientes diagnosticadas com Câncer 

cervical foram também encaminhadas ao Laboratório de Anatomia Patológica Tafuri 

(Belo Horizonte, MG), sob a coordenação do Dr. Alexandre Tafuri, para definição do 

grau de diferenciação dos carcinomas (Tabela 2). Esse parâmetro foi definido por 

quatro Médicos Patologistas de reconhecida competência. 

 

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

Células Escamosas 

  

Todas as lesões foram classificadas de acordo com critérios descritos 

estabelecidos na literatura médica (WAXMAN et al., 2012). Os graus de diferenciação 

Diagnóstico Histopatológico N amostral 

CCEP- Carcinoma de Células Escamosas Pouco diferenciado (grau 

III) 

8 

CCEM- Carcinoma de Células Escamosas Moderadamente 

diferenciado (grau II) 

12 

Total 20 
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dos carcinomas foram definidos com bases nos critérios definidos pela FIGO 

(International Federation of Gynecology and Obstetrics).  

Para a análise histopatológica, foram realizados cortes das amostras incluídas 

em parafina e fixadas em formalina (FFPE, sigla inglesa para Formalin-Fixed Paraffin-

Embedded tissues), na espessura de 5 µm no micrótomo 60 (MICROM, modelo 

HM315R) e, posteriormente, corados por HE (hematoxilina e eosina).   

 

5.3 - Análise molecular  

 

5.3.1 - Extração de ácidos nucléicos  

 

Para obter-se o DNA das amostras FFPE foram realizados cinco cortes de 10 

µm de cada amostra, e colocados em tubos eppendorffs de 1,5 mL, identificados e 

previamente autoclavados para eliminação de interferentes. O micrótomo 60 

(MICROM, modelo HM315R) e a navalha foram cuidadosamente limpos com xilol, 

etanol e solução de Hipoclorito de Sódio a 2,5%, nesta ordem, entre a coleta de 

amostras distintas para prevenir a contaminação cruzada (WRIGHT & MANOS, 1990).  

Para a desparafinização das amostras, os cortes foram submetidos à lavagens 

em 1 mL xilol, aquecido a 65ºC, sob rotação em Homogeneizador (PROENIX®, 

modelo AP 22), por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas em centrífuga B. 

BRAUN SIGMA® (modelo 2K15), a 3.000 rpm por 10 minutos. Desprezou-se o 

sobrenadante após a centrifugação e repetiu-se o processo por mais duas vezes.  

Para o processo de rehidratação, as amostras foram lavadas com 

concentrações descendentes de etanol. Primeiramente, adicionou-se 1 mL de álcool 

etílico absoluto, com consecutiva centrifugação em centrífuga B. BRAUN SIGMA® 

(modelo 2K15), a 10.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e o 

processo descrito foi repetido mais uma vez. Este procedimento foi repetido 

realizando-se lavagens com álcool etílico a 95% e álcool etílico a 70%; porém em 

ambas foram realizadas somente uma lavagem. 

A realização das etapas de lise celular e digestão enzimática de proteínas foi 

conduzida segundo o protocolo de extração descrito por Wright & Manos (1990), com 

algumas modificações realizadas pelo Laboratório de Patogênese Molecular do 

Departamento de Morfologia, do ICB- UFMG. A partir do material hidratado, a lise do 

tecido iniciou-se. Para tal finalidade, foi adicionado um volume de 500 µL de solução 
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de digestão contendo 50 mM de Tris-HCl - pH 8,5 (Promega), 1 mM de EDTA (Gibco), 

0,5% de Tween 20 (Invitrogen) e 1 µg/µL de proteinase K (solução 10 mg/mL), seguida 

pela incubação em banho-maria (FANEM®, modelo 32683) a 56 °C por, no máximo, 

5 dias. A proteinase K é uma enzima amplamente utilizada na digestão de proteínas, 

e é essencial para a solubilização completa do tecido. Os períodos de digestão podem 

variar de 3 a 5 dias até que os tecidos estejam totalmente digeridos (MASUDA et al., 

1999; SENGÜVEN et al., 2014). Após a digestão completa do tecido, os tubos com as 

amostras foram incubados a 95°C em à seco (VHD, modelo B2–AQ), durante 1 hora, 

para inativação completa da proteinase K e outras proteínas. Assim, obteve-se o DNA 

das amostras cervicais na forma de “lisado” (LOBATO, 2011). As amostras foram 

centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante proveniente do lisado, foi 

transferido para outro tubo eppendorff para ser utilizado na PCR. Tal método de 

extração, em um trabalho anterior realizado em nosso grupo de pesquisa, no 

Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da FAFAR – UFMG, demonstrou ser mais efetivo do que o DNA 

purificado nas análises subsequentes por PCR. Por essa razão, escolheu-se o mesmo 

método de extração para a realização do presente estudo. 

 

5.3.2 - Amplificação do gene de β-globina e identificação da infecção por 

HPV 

 

A partir do lisado obtido foram utilizados os subsequentes métodos 

moleculares, já padronizados no Laboratório de Patogênese Molecular do 

Departamento de Morfologia do ICB – UFMG, e no Laboratório de Biologia Molecular 

do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da FAFAR - UFMG. 

Embora tecidos e proteínas estejam bem preservados em FFPE, esse tipo de 

material é pobre para aplicações em Biologia Molecular. Os ácidos nucléicos são 

degradados e modificados quimicamente, sendo sua extração um grande desafio 

(MASUDA et al., 1999; VON AHLFEN et al. 2007).  

A formalina é o fixador mais amplamente utilizado, por ser capaz de preservar 

os tecidos e seus componentes para armazenamento em longo prazo (SRINIVASAN 

et al., 2002). No processo de fixação por formalina, ocorrem ligações cruzadas dos 

ácidos nucleicos à outros constituintes celulares (VON AHLFEN  et al., 2007; PATEL 

et al., 2016; SEILER et al., 2016). Além disso, a formalina é oxidada em ácido fórmico, 
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o que causa a depurinação e a quebra da dupla fita de DNA (DIETRICH et al., 2013). 

Há também algumas influências processuais e ambientais que impactam a extensão 

da fragmentação dos ácidos nucleicos, tais como o pH do fixador e a temperatura 

elevada de armazenamento, respectivamente (SRINIVASAN et al., 2002; GILBERT et 

al. 2007; KOCJAN et al., 2012). 

Devido à fragmentação dos genomas humano e viral que ocorre no 

processamento das amostras de tecido, recomenda-se a amplificação por PCR de 

alvos relativamente pequenos (KOCJAN et al., 2012; HARLÉ et al., 2018). Por este 

motivo, foram utilizados oligonucleotídeos capazes de amplificar fragmentos menores 

dos genomas humano e viral. Visando aumentar a sensibilidade e a especificidade da 

técnica de PCR, utilizou-se como metodologia protocolos do tipo Nested-PCR e Hemi-

nested-PCR. Nessas metodologias há amplificação inicial de um segmento genômico 

com um conjunto diferente de primers, sendo que esse produto amplificado é utilizado 

como fonte de DNA para uma segunda reação de PCR. Assim, a Nested-PCR 

amplifica sequências localizadas internamente ao segmento amplificado na primeira 

reação. Quando se utiliza na segunda reação somente um primer diferente ao da 

primeira reação, a reação é denominada de Hemi-nested-PCR (RAHMAN et al., 

2013). As técnicas de Nested-PCR e Hemi-nested-PCR provaram ser mais sensíveis 

para a detecção do DNA do HPV, do que os métodos de PCR baseados em apenas 

uma reação de amplificação (PELT-VERKUIL et al., 2008).  

A análise molecular foi realizada a partir de uma alíquota retirada do lisado 

obtido de cada amostra de tecido. Para a verificação da integridade do DNA extraído 

de cada amostra, foi realizada a amplificação do gene de β-globina humano. 

Posteriormente foram realizadas a pesquisa do DNA de HPV, e a genotipagem dos 

HPVs por Sequenciamento Automático de DNA.  

As reações de PCR foram iniciadas com uma alíquota de 2 µL do lisado 

extraído. Caso a amplificação fosse negativa, a quantidade de DNA seria ajustada, 

sendo testados volumes de 1 e 3 µL da amostra original não diluída, e 3 µL de uma 

diluição a 1:10.  

A amplificação ocorreu em Termocicladores Automáticos (Applied 

Biosystems®, modelo 2720). As etapas de Extração e Armazenamento do DNA, 

preparo da solução (Mix) com os reagentes da reação de PCR, adição do DNA à 

mistura da reação de PCR e Eletroforese, foram realizadas em ambientes diferentes 

para evitar contaminação. Em todas as reações de PCR foram incluídos controles 
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positivos (amostras sabidamente positivas obtidas no próprio Laboratório por testes 

aleatórios) e negativo (branco da reação), tubo que continha todos os reagentes da 

PCR, exceto o DNA. Os produtos da PCR, juntamente com o Padrão de peso 

molecular, foram submetidos à Eletroforese em gel de poliacrilamida à 6%.  

A corrida eletroforética foi realizada com 5 µL do produto de PCR acrescidos 

de 5 µL de tampão de amostra 2X (composto por Azul de bromofenol a 0,25%; 

Xilenocianol a 0,25%; Ficoll 400 a 15% em tampão 5X Tris-Borato-EDTA – TBE), 

aplicados em canaletas distintas no gel de poliacrilamida 6% em tampão TBE 1X, a 

uma voltagem de 75V (Volts) por 5 minutos e, em seguida, aplicada a voltagem de 

135V, por cerca de 40 minutos. 

Após a corrida, o gel de poliacrilamida foi corado com Nitrato de Prata. Para 

isso, primeiramente o gel foi submerso em 50mL de solução fixadora (contendo 1 mL 

de Ácido Acético, 4 mL de etanol 95% e 45 mL de água destilada) por 10 minutos. 

Após essa etapa fixadora, o gel foi submerso em solução de Nitrato de Prata 

(composta por 0,10g de AgNO3 e 50mL de água destilada) também por 10 minutos. 

Logo em seguida, o gel foi lavado com água destilada e as bandas de interesse foram 

evidenciadas em 50 mL de solução reveladora contendo Hidróxido de Sódio a 3% e 1 

mL de formaldeído (0,1M).  

As amostras positivas para o DNA do HPV foram encaminhadas para a 

purificação de DNA e genotipagem por Sequenciamento Automático de DNA. 

 

5.3.3 - Amplificação do gene β-globina humano 

 

Para verificação da integridade do DNA, as amostras foram testadas pela PCR 

utilizando-se os iniciadores GH20 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’) e PC04 (5’-

CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) (SAIKI et al., 1988). A segunda reação (Hemi-

nested) realizada com os iniciadores PC03 (5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3´) e 

PC04 (5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), resultaram na amplificação de um 

fragmento de 110 pb do gene de β-globina humano (SAIKI et al., 1988).  

As condições de preparo do Mix de PCR e o Programa de Amplificação utilizado 

estão descritos nos Quadros 1, 2 e 3 (Anexo D). 

Para verificação da amplificação do fragmento do gene da β-globina, foi 

realizada a corrida eletroforética e a coloração do gel com Nitrato de Prata, como 
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descrito no item anterior (5.3.2), com a visualização do fragmento de 110 pb do gene 

de β-globina humano. 

5.3.4 - Detecção do DNA do HPV pela Nested-PCR 

As amostras de DNA cervicais foram submetidas à detecção do DNA do HPV 

por Nested-PCR. Foram utilizados os oligonucleotídeos genéricos para o HPV: MY09 

(5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’) e MY11 (5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-

3’).  Esses oligonucleotídeos são capazes de amplificar um fragmento de 450 pb do 

gene L1 de diversos tipos de HPV (MANOS et al., 1989). As condições utilizadas no 

Mix da reação, assim como o Programa de Amplificação do PCR específico estão 

descritos nos Quadros 4 e 5 (Anexo D). 

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e a especificidade na detecção do 

genoma de HPV nas amostras, a Nested-PCR foi utilizada. Os produtos da primeira 

reação foram submetidos à PCR com os iniciadores genéricos do Papilomavírus: 

GP5+ (5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) e GP6+ (5’-

GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’) (DE RODA HUSMAN et al., 1995), que 

amplificam um fragmento de 150 pb interno ao fragmento de 450 pb amplificado na 

primeira reação do gene L1 de diversos tipos de HPV. As condições utilizadas no Mix 

da reação, assim como o Programa de Amplificação do PCR específico estão 

descritos nos Quadros 6 e 7 (Anexo D). 

Uma alíquota de 5 µl do produto de PCR foi analisada por Eletroforese em gel 

de poliacrilamida 6% corado com Nitrato de Prata como descrito no item 5.3.2, para a 

visualização do fragmento de interesse de 150 pb. 

As amostras que apresentaram reação positiva para a detecção por Nested-

PCR do fragmento de 150 pb do genoma viral, foram selecionadas para a 

genotipagem do HPV pelo Método de Sequenciamento Automático de DNA. Para 

esse objetivo foi necessária a realização da 2ª reação de Nested-PCR em um volume 

maior de reação (50 µl) para posterior purificação desse produto. As condições 

utilizadas no Mix da reação estão exemplificada no Quadro 8 (Anexo D). 

O Programa de Amplificação utilizado foi o mesmo descrito no Quadro 7. A 

corrida eletroforética do produto final foi realizado como descrito anteriormente no item 

5.3.2. Após a verificação da banda de interesse (150 pb), os 45 µl restantes da reação 
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foram submetidos à Eletroforese em gel preparativo de agarose a 2%, para excisão e 

purificação do fragmento de interesse de 150 pb, como descrito a seguir. 

 

 

5.3.5 - Genotipagem do HPV por Sequenciamento Automático 

 

Este teste foi realizado no Centro de Pesquisa René Rachou – Fio Cruz - MG, 

no laboratório de Virologia coordenado pelo Dra. Jaquelline Germano de Oliveira. 

Um volume de 45 µL da reação de Nested-PCR para o HPV geral, acrescido 

de 7,5 µL Tampão de amostra 6X (Loading Dye Fermentas) foi submetido à 

Eletroforese em gel preparativo de agarose a 2%, em tampão Tris-Acetato-EDTA 

(TAE) 0,5X. A corrida eletroforética dos géis foi realizada em cuba de Eletroforese 

horizontal (BIO-RAD, Sub-Cell® GT) contendo um volume apropriado de TAE 0,5X, 

em voltagem inicial de 80 V por 15 minutos, e o restante da corrida por cerca de 1 

hora em voltagem de 100 V.  

O corante de ácidos nucléicos SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) 

foi adicionado ao gel de agarose, na concentração indicada pelo fabricante, para a 

visualização dos fragmentos de 150 pb do gene L1 sob a Luz Ultravioleta (UV). Esses 

fragmentos foram recortados do gel com o auxílio de bisturi, para posterior purificação 

de DNA pelo Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen®). O DNA purificado foi quantificado 

em espectrômetro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific®).  

Para a reação de Sequenciamento Automático de DNA foi empregado o kit 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®, Life 

Technologies). O Mix da reação foi preparado com 1 µL de Big Dye e tampão (ambos  

reagentes fornecidos pelo kit), 1 µl do iniciador GP5+ (IDT ®) ou GP6+ (IDT ®) na 

concentração de 5 pmoles/µl, para o sequenciamento das fitas direta e reversa 

respectivamente, cerca de 1 a 3 ng do amplicon de 150 pb purificado e H2O em q.s.p. 

para o preparo de um volume final de reação de 10µL. A reação para o 

sequenciamento foi realizada em placa de 96 poços (N801-0560 MicroAmp 96–well 

Reaction plate, Applied Biosystems®) no Termociclador GeneAmp Thermal Cycler 

9700 (Applied Biosystems®). O Programa de Amplificação utilizado está descrito no 

Quadro 9 (Anexo D). 
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A fim de se eliminar os iniciadores e os dideoxinucleotídeos marcados com 

fluorocromos não utilizados na reação, as reações de sequenciamento foram 

precipitadas adicionando 1 µl de EDTA (125mM), 1 µl de Acetato de Amônio (7,5M) e 

50 µl de Etanol (100%) em cada poço da placa de Sequenciamento. 

Subsequentemente, a placa foi selada e vortexada brevemente. Houve a incubação 

da placa, em temperatura ambiente (T.A.), por 15 minutos e após esse período, foi 

centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm, em T.A. A placa foi invertida e submetida a 

uma breve etapa de centrifugação. O DNA precipitado foi desnaturado pela adição de 

10 uL de formamida por poço. A corrida foi realizada no Sequenciador Automático 

capilar ABI 3730 (Life Technologies®). 

Para análise dos cromatogramas foi utilizado o software Chromas (Version 

2.6.6 - Technelysium Pty Ltd®). Os Contigs foram montados utilizando o software 

Bioedit Sequence Alignment Editor e, posteriormente, as sequências nucleotídicas 

foram analisadas pelo programa BLASTN, disponível no link: 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

5.4 - Reação de Imuno-histoquímica 

 

Para a realização dos ensaios Imuno-histoquímicos foi utilizado o kit NovoLink 

Max Polymer Detection NovocastraTM (Leica Microsystems®). Os cortes seriados de 

5 µm das amostras parafinadas obtidos em micrótomo, e dispostos sobre lâminas 

silanizadas foram incubados por 18 horas em estufa a 56ºC para aumentar a sua 

adesão às lâminas. Posteriormente, as lâminas foram submetidas aos seguintes 

processos: desparafinização com quatro lavagens de 5 minutos em xilol; reidratação 

com duas lavagens por 5 minutos em álcool 100% e lavagens em série graduada de 

álcool por 3 minutos (95% - 25%). Por fim, houve a lavagem em água destilada por 3 

minutos e lavagem em PBS (sigla inglesa para Phosphate-Buffered Saline) 1X por 10 

minutos. A recuperação antigênica foi realizada pelo aquecimento das lâminas a 

100ºC no vapor por 30 minutos em solução tampão de Citrato de Sódio (pH 6,0), 

utilizando-se a panela de vapor (Suzuki®, modelo SZ-5K118-1). 

Após o resfriamento por 20 minutos à T.A., as lâminas foram colocadas em 

câmara úmida e as soluções do kit NovoLink foram aplicadas seguindo as 

recomendações do fabricante, com modificação em relação ao tempo de incubação 

de cada etapa. Após cada etapa houve lavagem dos cortes com PBS 1X. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Primeiramente, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da Peroxidase 

endógena e proteínas inespecíficas, utilizando-se para tal as soluções específicas 

fornecidas pelo kit NovoLink, por 10 minutos à T.A. em cada etapa.  

Na etapa de incubação com o anticorpo primário, o anticorpo RAP1 (E-6) 

(monoclonal de rato, 200 µg/ml) da Santa Cruz Biotechnology® foi incubado à diluição 

de 1:100. Essa diluição foi definida a partir da realização de experimentos de 

padronização nos quais foram testadas as diluições de 1:100, 1:200, 1:400, 1:600 do 

anticorpo primário. Assim, os cortes foram incubados com 100µL do anticorpo primário 

na diluição de 1:100 por 1 hora à T.A. 

Em seguida foi feito o bloqueio pós anticorpo utilizando a solução específica do 

kit NovoLink por 1 hora e 10 minutos à T.A. Após a etapa de bloqueio, os tecidos foram 

incubados com o “Sistema Universal de Detecção por Polímeros” do kit NovoLink por 

30 minutos à T.A. Para a revelação da marcação foram aplicados 100 µL de solução 

reveladora contendo Diamino-Benzidina 3,3 (DAB) por 10 minutos à T.A. Para a contra 

coloração, as lâminas foram mergulhadas em solução de Hematoxilina de Harris 

(RenyLab®) por 25 segundos. Para finalização e montagem das lâminas, os tecidos 

foram lavados em água corrente por 5 minutos e, em seguida, houve lavagens em 

soluções com crescente concentração de álcool (75 % - 100%) por 3 minutos, e 3 

banhos em xilol por 5 minutos cada. Após essas lavagens, procedeu-se a montagem 

das lâminas com lamínulas.  

Controles negativos e positivos foram incluídos em cada batch de reação. Para 

controle negativo de cada reação foi feita a substituição do anticorpo primário (RAP1), 

por 100 µl da solução de PBS 1x. Como controle positivo para a marcação de RAP1 

foi utilizada em cada experimento, uma amostra de Carcinoma Escamoso Invasor ou 

de NIC III.  

 

5.5 - Avaliação das marcações por RAP1 

  

Para análise da marcação por Imuno-histoquímica utilizou-se um Microscópio 

Óptico convencional e, pelas objetivas de 10X e de 40X, obteve-se a avaliação 

tecidual das amostras, seguindo alguns critérios semi-quantitativos, propostos por 

Pascoal-Xavier (2011), e KLAES e colaboradores (2001) com algumas modificações. 

Para cada parâmetro utilizado foi realizada a estratificação em quatro níveis: nível 0, 

nível 1, nível 2 e nível 3, como se segue no Quadro 10: Os primeiros dois parâmetros, 
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percentual de células reativas e distribuição das células reativas na espessura do 

epitélio foram importantes na análise da qualidade do teste imuno-histoquimico, onde 

pode-se avaliar a qualidade da marcação, a localização da lesão e se a marcação 

estava concordante ao grau de lesão. Os outros parâmetros, intensidade da reação, 

localização celular de marcação e semi-quantificação da marcação nuclear, foram 

importantes na avaliação de RAP1 como um biomarcador. 

 

Quadro 10 - Parâmetros considerados para marcação pela Imuno-histoquímica 

Parâmetro Análise semi-quantitativa 

Percentual das células reativas  

Nível 0 
Imunorreatividade observada entre 0% e 

5% das células; 

Nível 1 ou esporádico 
Imunorreatividade observada entre 5% - 

25% das células; 

Nível 2 ou focal 
Imunorreatividade observada entre 26% e 

50% das células; 

Nível 3 ou difuso 
Imunorreatividade em mais de 50% das 

células. 

Distribuição das células reativas na 
espessura do epitélio  

Nível 0 Ausente; 

Nível 1 ou terço basal  
Imunorreatividade celular presente no 
terço basal da espessura do epitélio; 

Nível 2 ou dois terços 
Imunorreatividade celular presente em 
dois terços da espessura do epitélio; 

Nível 3 ou toda a espessura do epitélio 
Quando células imunorreativas ocupam 

todo o epitélio. 

Intensidade da reação  

Nível 0 Ausente; 

Nível 1 ou fraco Equivalente a 1+; 

Nível 2 ou médio Equivalente a 2+; 

Nível 3 ou forte Imunorreatividade forte, equivalente a 3+. 
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Localização celular da marcação  

Nível 0 Ausência de marcação; 

Nível 1 Núcleo; 

Nível 2 Citoplasma; 

Nível 3 Núcleo/ Citoplasma. 

Semi-quantificação da marcação 
nuclear  

Nível 0 Ausência de núcleos marcados; 

Nível 1 ou uma cruz Poucos núcleos marcados; 

Nível 2 ou duas cruzes Marcação nuclear moderada; 

Nível 3 ou três cruzes Marcação nuclear elevada. 

 

5.6 – Aquisição de imagens 

 

Neste trabalho, a obtenção de imagens das amostras cervicais se deu através 

do Fotomicroscópio Olympus, modelo BX51, utilizando a câmera fotográfica digital Q-

Color 3 da Olympus nos aumentos de 10x, 20x e 40x. 

 

 

5.7- Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software SigmaPlot (Systat 

Software, San Jose, CA). Para a comparação entre grupos foi realizado o teste 

estatístico do Qui-quadrado (variáveis categóricas ordinais). As diferenças foram 

consideradas significativas quando p <0,05.  
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6 – RESULTADOS 

 

6.1 - Análise histopatológica  

 

Um total de 101 amostras de tecido cervical incluídas em parafina foi 

selecionado para o presente estudo. Registra-se que todas as amostras já haviam 

recebido um primeiro diagnóstico histopatológico na Instituição de origem. Uma 

segunda análise histopatológica foi realizada em todas as amostras para a 

confirmação da presença da lesão. Portanto, o diagnóstico foi revisto e refinado para 

fins desta pesquisa. As análises foram realizadas no Laboratório de Anatomia 

Patológica da FM da UFMG.  

Como descrito anteriormente na seção de Metodologia nas Tabelas 1 e 2 , as 

lesões foram classificadas histopatologicamente como: i) Cervicite crônica 

inespecífica (CE); ii) Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação 

viral do HPV (CEH);  iii) Neoplasia Intraepitelial Cervical grau I (NIC I); iv) Neoplasia 

Intraepitelial Cervical grau II (NIC II); v) Neoplasia Intraepitelial Cervical grau III (NIC 

III); vi) Carcinoma de células escamosas pouco diferenciado (CCEP); vii) Carcinoma 

de células escamosas moderadamente diferenciado (CCEM).  

Devido à similaridade do diagnóstico histopatológico e à história da infecção 

por HPV e com o objetivo de melhorar a acurácia dos testes estatísticos, as amostras 

dos grupos CEH (6) e NIC I (25) foram agrupadas. Em outra análise, as amostras 

negativas para neoplasia (CE), as de cervicite com alterações citoarquiteturais 

compatíveis com ação viral do HPV (CEH) e as de NIC I foram agrupadas. O objetivo 

seria avaliar a capacidade de RAP1 em diferenciar lesões mais leves e amostras 

negativas da lesão pré-maligna (NIC III). 

Imagens representativas de amostras de tecido cervical portadoras de 

diferentes diagnósticos histopatológicos são mostrados na Figura 10. 
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Figura 10 – Fotomicrografias representativas das amostras cervicais utilizadas neste estudo com 
diferentes Diagnósticos Histopatológicos. Imagens obtidas em fotomicroscópio Olympus, modelo BX51, nos 

aumentos de 20x e 40x, representadas aqui nas colunas da esquerda e da direita, respectivamente. (A) Amostra de Cervicite 
crônica inespecífica: observar intenso infiltrado inflamatório no estroma adjacente sem atipias epiteliais celulares (cabeças de 
seta). (B) NIC I: observar a presença de células indiferenciadas confinadas no terço inferior do epitélio (cabeças de seta) e 
coilocitose na superfície do tecido (seta). (C) NIC II: observar alterações celulares displásicas restritas aos dois terços inferiores 
do epitélio (cabeças de seta). (D) NIC III: observar em praticamente toda a espessura do epitélio a perda de polaridade das 
células e a presença de anormalidades nucleares (cabeças de seta). (E) CCE: Presença de massa de tecido epitelial com 
evidentes alterações nucleares e/ou citoplasmáticas, invadindo o tecido conjuntivo subjacente. Coloração de HE. Presença de 
infiltrado composto por pequenos linfócitos no estroma adjacente às lesões em B, C, D e E (*)  

A 

B 

C 

D 

E 
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6.2 - Verificação da integridade do DNA extraído das amostras cervicais 

 

No presente estudo, a fim de se avaliar a integridade do DNA extraído das 

amostras cervicais, realizou-se a amplificação do fragmento de 110 pb do gene da β-

globina humana por Hemi-nested PCR (como descrito no item 5.3.3). A Figura 11 

apresenta resultados obtidos do DNA extraído de amostras cervicais, que 

apresentaram amplificação positiva do gene de β-globina humana. Neste estudo 

foram analisadas 99 das 101 amostras de tecido cervical. A exclusão de duas 

amostras na análise molecular, ocorreu devido a problemas encontrados no decorrer 

de sua extração e/ou escassez da amostra. Apenas 4 amostras foram negativas para 

o gene da β-globina humana; porém essas amostras foram utilizadas na Nested-PCR 

para a detecção do genoma do HPV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Verificação da presença do gene da β-globina humana nas amostras 
cervicais, por Eletroforese em géis de poliacrilamida 6% corados pelo Nitrato de 
Prata. Gel analítico de poliacrilamida a 6% apresentando o amplicon de 110 pb do gene de beta 

globina em amostras cervicais. As canaletas 2 a 13 correspondem ao produto de PCR obtido pela 
análise das amostras cervicais. Como controle positivo foi utilizado DNA extraído de cultura de células 
SiHa (Fibroblasto humano infectado com HPV-16 na forma integrada) (canaleta 14). Como padrão de 
tamanho molecular (canaleta 1) foi utilizado o 100 pb Ladder (Ludwig Biotec®), e como controle 
negativo da reação foi utilizada água destilada estéril (canaleta 15). 

 

6.3 - Frequência da infecção por HPV 

 

Após a realização da pesquisa do gene de β-globina, foram realizadas as 

reações de Nested-PCR para detecção da infecção por HPV. A Figura 12 mostra 

exemplos dos resultados obtidos na amplificação do fragmento de 150 pb do genoma 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 

200 pb 

100 pb 
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viral nas amostras cervicais. A Tabela 3 abaixo sintetiza os resultados obtidos pelas 

reações de Nested-PCR para detecção do HPV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Verificação da presença do DNA-HPV nas amostras cervicais por 
Eletroforese em géis de poliacrilamida 6% corados pelo Nitrato de Prata. Gel 

analítico de poliacrilamida a 6% apresentando o amplicon de 150 pb do gene L1 do HPV geral. As 
canaletas 2 a 9 correspondem aos produtos obtidos a partir de amostras cervicais. Como controle 
positivo foi utilizado DNA extraído de cultura de células SiHa (fibroblasto humano infectado com HPV-
16 na forma integrada) (canaleta 10). Como padrão de tamanho molecular (canaleta 1) foi utilizado o 
150 pb Ladder (Ludwig Biotec®), e como controle negativo foi utilizada água destilada estéril (canaleta 
11). 
 

As amostras negativas para o gene da β-globina humana, também foram 

testadas para o HPV geral e apresentaram positividade para este DNA viral. Observa-

se pela Tabela 3, que o DNA-HPV está presente em todos os grupos, com uma 

positividade de 73,74% (72/99). Nos grupos NIC III e CCE foram encontradas as 

maiores taxas de positividade, correspondendo a 100% e 94,44% do total de casos 

analisados em cada grupo, respectivamente. O grupo CE apresentou menor 

percentual (23,08%) de casos positivos para o DNA-HPV.  
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Tabela 3 - Detecção do DNA-HPV por Nested-PCR nas amostras cervicais. 

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 
 

6.4 - Genotipagem do HPV nas Amostras Cervicais 

 

Os resultados de Genotipagem obtidos pelo Sequenciamento do DNA do 

fragmento de 150 pb do gene L1 estão sintetizados na Tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultado 
  

GRUPOS 

CE CEH/NIC I NIC II NIC III CCE TOTAL 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

N 
(% resultado) 

(% grupo) 

Negativo 
  

10 
(37,04) 
(76,92) 

11 
(40,74) 
(35,48) 

5 
(18,52) 
(29,41) 

0 
(0,00) 
(0,00) 

1 
(3,70) 
(5,56) 

27 
(100,00) 
(26,26)   

Positivo 
  

3 
(4,17) 
(23,08) 

20 
(27,77) 
(64,52) 

12 
(16,67) 
(70,59) 

20 
(27,78) 
(100,00) 

17 
(23,61) 
(94,44) 

72 
(100,00) 
(73,74)   

TOTAL 
  

13 
(13,13) 
(100,00) 

31 
(31,31) 
(100,00) 

17 
(17,17) 
(100,00) 

20 
(20,20) 
(100,00) 

18 
(18,18) 
(100,00) 

99 
(100,00) 
(100,00)   



71 
 

Tabela 4 - Genotipagem do HPV detectado nos diferentes grupos de amostras. 

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 

 
HPV 

GRUPOS 

CE CEH/NIC I NIC II NIC III CCE Total 

N N N N N N 

(% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) (% resultado) 

(% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) 

16 2 11 5 15 14 47 

  (4,26) (23,41) (10,64) (31,90) (29,79) (100,00) 

  (100) (73,32) (50,00) (78,95) (87,50) (75,81) 

31 - 1 3 - - 4 

  - (25,00) (75,00) - - (100,00) 

 - (6,67) (30,00) - - (6,452) 

33 - - 1 2 - 3 

  - - (33,33) (66,67) - (100,00) 

  - - (10,00) (10,53) - (4,848) 

35 - 1 - - - 1 

  - (100,00) - - - (100,00) 

  - (6,67) - - - (1,61) 

70 - 1 - - - 1 

  - (100,00) - - - (100,00) 

  - (6,67) - - - (1,61) 

45 - - 1 - 1 2 

  - - (50,00) - (50,00) (100,00) 

  - - (10,00) - (6,25) (3,23) 

52 - - - - 1 1 

  - - - - (100,00) (100,00) 

  - - - - (6,25) (1,61) 

58 - - - 1 - 1 

  - - - (100,00) - (100,00) 

  - - - (5,26) - (1,61) 
 

53 - 1 - - - 1 

  - (100,00) - - - (100,00) 

  - (6,67) - - - (1,61) 
 

18 - - - 1 - 1 

  - - - (100,00) - (100,00) 

  - - - (5,26) - (1,61) 
                 
Total 2 15 10 19 16 62 

  (3,23) (24,19) (16,13) (30,64) (25,81) (100,00) 

  (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00) 
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O genótipo do HPV 16 foi o mais prevalente nas amostras cervicais, 

representando 75,81% de todas as amostras genotipadas. Destacou-se sua 

prevalência em todos os grupos pesquisados. 

A Figura 13 exibe parte do Cromatograma gerado após a reação de 

Sequenciamento.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Cromatograma parcial gerado pelo Sequenciador Automático Capilar 
ABI 3730 (Life Technologies). Cromatograma gerado pelo Sequenciamento do amplicon de 

150 pb do gene L1 do HPV amplificado de uma amostra cervical (nucleotídeos de 50 a 110). 

 

6.5 – Análise Imuno-histoquímica da Expressão de RAP1 

 

Devido a problemas pré-analíticos processuais que interferem na reação de 

Imuno-histoquímica, em onze amostras, não foi possível realizar a avaliação da 

marcação de RAP1. A Tabela 5 representa o n amostral das amostras analisadas por 

Imuno-histoquímica para RAP1.  
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Tabela 5 – Amostras Cervicais que foram submetidas à análise Imuno-

histoquímica (IHQ) para RAP1. 

 

 

 

6.5.1 – Marcação por Imuno-histoquímica de RAP1 nas amostras cervicais 

 

A Figura 14 exibe imagens representativas da Imunomarcação para RAP1, 

observada em amostras de tecido cervical com distintos diagnósticos 

Histopatológicos. A expressão do biomarcador RAP1 mostrou-se presente em todos 

os grupos com e sem lesão cervical. 

Amostras de tecido cervical diagnosticadas como Cervicite crônica inespecífica 

(CE) apresentaram marcação citoplasmática da proteína em toda a espessura do 

epitélio, com acima de 50% das células epiteliais reativas (Figura 14 A1, A2, A3). 

Nas mostras de tecido do grupo de Cervicite com alterações citoarquiteturais 

compatíveis com ação viral por HPV (CEH), observou-se forte marcação 

citoplasmática de 3/3 do Epitélio Cervical (Figura 14 B). Contudo, a maioria das 

amostras desse grupo apresentou marcação de intensidade moderada, e ausência de 

marcação estritamente nuclear. Presença de infiltrados inflamatórios em áreas do 

tecido conjuntivo adjacente foram observadas nas amostras com Cervicite (Figura 14 

A e 14 B).  

Amostras de tecido cervical portadoras de NIC I, exibiram distribuição da 

marcação para RAP1 no terço inferior do epitélio, com intensidade de marcação 

variando de moderada (na maioria das amostras) a forte (Figura 14 C). A 

Grupos de Diagnóstico 

Histopatológico 

N amostral 

Inicial 

N amostral 

IHQ 

CE 13 12 

CEH 6 5 

NIC I 25 19 

NIC II 17 17 

NIC III 20 18 

CCE 20 19 

Total 101 90 
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Imunomarcação foi observada tanto no Núcleo quanto no Citoplasma de células 

epiteliais com alterações (Figura 14 C). 

Amostras cervicais do grupo NIC II apresentaram intensidade de marcação 

variável (fraca, moderada e forte), localizada nos 2/3 basais da área lesionada do 

Epitélio Cervical, com predomínio de marcação por RAP1 nuclear e citoplasmática 

(Figura 14 D).  

Forte Imunomarcação para RAP1 foi observada em 3/3 do epitélio das 

amostras de tecido cervical classificadas como NIC III, com concomitante marcação, 

nuclear e citoplasmática na totalidade das amostras analisadas. Um grande 

percentual de células marcadas pode ser observado nas amostras de NIC III (Figura 

14 E).  

Em nosso estudo verificou-se marcação de RAP1 de forte intensidade na 

maioria das amostras portadoras de Câncer cervical, embora algumas amostras 

tenham apresentado moderada marcação. Numerosas células reativas foram 

observadas nas massas de tecido tumoral invadindo o estroma, e, ocasionalmente, o 

tecido glandular. Predomínio de concomitante Imunomarcação para RAP1 no Núcleo 

e Citoplasma foi observado nas amostras de Câncer cervical. 
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Figura 14 - Expressão da proteína RAP1 em amostras de tecido cervical pela utilização da técnica de Imuno-histoquímica.  
Imagens obtidas através de fotomicroscópio Olympus, modelo BX51, nos aumentos de 10x, 20x e 40x, representadas aqui nas colunas da esquerda e da 
direita, respectivamente. A1, 2, 3- Grupo Cervicite crônica inespecífica: Epitélio Estratificado cervical composto por células diferenciadas sem alterações, e 
ricas em vacúolos de glicogênio citoplasmáticos (cabeças setas). Presença de Infiltrado inflamatório focal no estroma adjacente (*). Imunomarcação para RAP1 
em toda a espessura do epitélio. Predomínio de forte marcação citoplasmática, com acima de 50% de células reativas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

B1, 2, 3 - Grupo Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV: Epitélio Estratificado Escamoso com ausência de anormalidades 
celulares; presença de células em mitose no terço médio (cabeça de seta), e coilócitos na superfície epitelial (setas).  Infiltrados inflamatórios difusos no estroma 
adjacente (*). Observa-se forte marcação para RAP1 em 3/3 do Epitélio cervical. Presença de marcação nuclear e citoplasmática (B2 e B3). 
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B1 B2 B3 
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C1, 2 e 3 - Grupo NIC I: presença de células basais no terço basal do Epitélio (seta). Intensos infiltrados de células inflamatórias no estroma adjacente à lesão 
(*). Verifica-se marcação moderada para RAP1 no terço basal do Epitélio. Observa-se marcação nuclear e citoplasmática (C2 e C3). 

 

 

 

 

  

   

 

 

 

 

D1, 2, 3 - Grupo NIC II: observar alterações celulares nas células dos 2/3 basais do Epitélio Estratificado Escamoso (setas). Presença de Infiltrado inflamatórios 
focais e difusos no estroma adjacente (*). Intensa marcação para RAP1 visualizada em 2/3 do Epitélio Cervical. Predomínio de marcação Nuclear e 
Citoplasmática da área da lesão (D2 e D3).

C2 C1 C3 

D1 D2 D3 
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E1, 2, 3 - NIC III: presença de células indiferenciadas e anormais em toda a espessura do epitélio, com perda de polaridade do Epitélio Estratificado (setas). 
Figuras atípicas de Mitose (cabeças de seta), Infiltrado inflamatório difuso (*). Observa-se intensa marcação para RAP1 em 3/3 da área de lesão do Epitélio 
Cervical. Predomínio de marcação Nuclear (E2, E3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

F1, 2, 3 - Carcinoma de Células Escamosas: Presença de massas de tecido tumoral no estroma, com células epiteliais anormais, invadindo o tecido glandular 
adjacente (cabeças de seta). Infiltrado linfocitário circundando o tecido tumoral (*). Forte Imunomarcação para RAP1 nas células Epiteliais, assim como no 
Epitélio Glandular. Presença de marcação Nuclear e Citoplasmática de células Epiteliais no interior da lesão (F2 e F3). Marcação para RAP1 também observada 
em Linfócitos mononucleares de infiltrados adjacentes à lesão (F3).

F1 F2 F3 

E1 E2 E3 
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6.5.2 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 

 

Para cada grupo categorizado na Tabela 5, foram empregadas análises 

segundo os parâmetros: (i) Percentual das células reativas; (ii) Distribuição das 

células reativas na espessura do epitélio, (iii) Intensidade da reação, (iv) Localização 

celular da marcação nas células, (v) Semi-quantificação da marcação nuclear. 

 

6.5.2.1 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 através do parâmetro 

Percentual das células reativas em amostras cervicais 

 

De 90 amostras submetidas à Imuno-histoquímica, 71 (79%) foram 

enquadradas na categoria nível 3, independente do grau de lesão. A única amostra 

que apresentou ausência de marcação foi diagnosticada com NIC I. Nesta análise o 

valor de p encontrado foi de 0,040 (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Avaliação do Percentual das células reativas por Imuno-histoquímica do 

biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. 

 

Nível 

GRUPOS 

CE CEH/NIC I NIC II NIC III CCE TOTAL 
Valor 

p 

N 
(% do nível) 

(% do grupo) 

 
N 

(% do nível) 
(% do grupo 

 
N 

(% do nível) 
(% do grupo 

N 
(% do nível) 

(% do grupo) 

N 
(% do nível) 

(% do grupo) 

N 
(% do nível) 
(% do grupo)  

Percentual        

0 ou < 5% - 1 - - - 1  

 - (100) - - - (100)  

 - (4) - - - (1)  
1 ou 
Esporádico (5% 
- 25%) - 2 1 - 1 4  

 - (50) (25) - (25) (100)  

 - (8) (6) - (5) (4)  
2 ou Focal 
(26% - 50%) 6 1 3 - 4 14  

 (43) (7) (21) - (29) (100)  

 (50) (4) (18) - (21) (16)  
3 ou Difuso 
(>50%) 6 20 13 18 14 71  

 (9) (28) (18) (25) (20) (100)  

 (50) (84) (76) (100) (74) (79)  

Total 12 24 17 18 19 90 0,040 

 (13) (27) (19) (20) (21) (100)  

 (100) (100) (100) (100) (100) (100)  
CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 
 

Os dados apresentados na Tabela 6 podem ser analisados na Figura 15. 
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Figura 15 - Avaliação do percentual das células reativas na Imuno-histoquímica 
do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. CE: Cervicite crônica inespecífica; 

CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia 
Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia 
Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células Escamosas. * p valor: 0,040.   

 

Pode-se observar que houve diferença estatística observada (p= 0,040) entre 

os grupos por este parâmetro estudado. 

Para a construção da Figura 16, os grupos CE e CEH/NIC I foram agrupados, 

assim como os grupos NIC II/III e CCE com o objetivo de avaliar a capacidade deste 

parâmetro em identificar as mulheres com real risco de progressão para o Câncer do 

colo do útero. 
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Figura 16 - Avaliação do percentual das células reativas na Imuno-histoquímica  

do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais agrupadas conforme o risco da 
paciente evoluir para câncer. CEAN: Cervicite crônica inespecífica, Cervicite com alterações 

citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 
3. * p valor: 0,105. 

 

Pela análise do gráfico pode-se observar que o parâmetro estudado não foi 

capaz de identificar o grupo de maior risco para evolução do câncer, não havendo 

diferença estatística observada (p= 0,105).  

Amostras de CCE (n=19) foram classificadas em Carcinoma de Células 

Escamosas pouco diferenciado (n=7) e de Células Escamosas moderadamente 

diferenciado (n=12). O Percentual de células reativas, apresentados por amostras de 

CCE dos dois grupos nos seus diferentes níveis, encontra-se representado na Figura 

17. 
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Figura 17- Avaliação do percentual das células reativas na Imuno-histoquímica 
do biomarcador RAP1 nas amostras de CCE. CCEP: Carcinoma de Células Escamosas 

pouco diferenciado; CCEM: Carcinoma de Células Escamosas moderadamente diferenciado. * p 
valor: 0,343. 

 

Na análise da Tabela 6 observa-se que a maior parte das amostras do grupo 

de CCE (18/19, 95%), independente de sua classificação, foram categorizadas nos 

níveis 2 (4) e 3 (14). Ao se comparar os diferentes tipos de CCE, moderadamente 

diferenciado ou pouco diferenciado, não se observou diferença estatística entre estes 

grupos (p = 0,343). 

 

6.5.2.2 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 através do parâmetro 

Distribuição das células reativas em amostras cervicais 

 

Os resultados obtidos na análise de Distribuição das células reativas 

encontram-se na Tabela 7. 
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Tabela 7 - Avaliação da Distribuição das células reativas na Imuno-histoquímica 

do biomarcador RAP1 na espessura do epitélio cervical. 

  GRUPOS 

 CE CEH/NIC I NIC II NIC III TOTAL Valor p 

  N N N N N 
 

  (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 
 

Nível (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 
 

Distribuição      
 

0 ou Negativo - 1 - - 1  

 - (100) - - (100)  

 - (4) - - (1)  

1 ou Terço basal 4 18 1 - 23  

 (18) (78) (4) - (100)  

 (33) (75) (6) - (32)  

2 ou Dois terços 3 2 16 - 21  

 (14) (10) (76) - (100)  

 (25) (8) (94) - (30)  

3 ou Três terços 5 3 - 18 26  

 (19) (12) - (69) (100)  

 (42) (13) - (100) (37)  

TOTAL 12 24 17 18 71 <0,001 

 (17) (34) (24) (25)  (100)  

 (100) (100) (100) (100) (100)  

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. 

 

Observa-se que em maior parte das amostras cervicais, a distribuição celular 

da marcação de RAP1 por Imuno-histoquímica, acompanha, em sua predominância, 

a distribuição da lesão neoplásica na espessura da lesão tecidual. Nos grupos CE, em 

que há ausência de lesão, a distribuição tecidual da marcação está presente nos 

níveis (1, 2, 3). Foi encontrada diferença estatística (p <0,001) (Tabela 7).  

Na Figura 18 há a representação dos dados apresentados na Tabela 7, onde 

se observa com maior clareza que a marcação de RAP1 acompanha os níveis de 

distribuição na espessura do epitélio. Dessa forma, tem-se o predomínio de amostras 

de CEH/NIC I no nível 1 (laranja), de NIC II no nível 2 (cinza) e de NIC III no nível 3 

(amarelo). 
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Figura 18 - Avaliação da Distribuição das células reativas na Imuno-histoquímica 
do biomarcador RAP1 na espessura do epitélio cervical. CE: Cervicite crônica 

inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV 
e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; NIC III: 
Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. * p valor: <0,001. 

 

Para visualizar a capacidade deste parâmetro em auxiliar no diagnóstico da 

progressão para o Câncer de colo uterino, os grupos CE e CEH/NIC I foram agrupados 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Avaliação da Distribuição das células reativas na Imuno-histoquímica 
do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais agrupadas conforme o risco da 
paciente evoluir para câncer. CEAN: Cervicite crônica inespecífica, Cervicite com alterações 

citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NICs 
III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. * p valor: <0,001. 
 

Observa-se pela análise desse parâmetro a capacidade da Imunomarcação por 

RAP1, em avaliar a progressão das lesões do colo do útero. No grupo CEAN o 

predomínio da marcação foi no nível 1 (61%), já no grupo NICs III a marcação ficou 

distribuída no nível 3 (100%). Na análise estatística, o valor de p foi significativo 

(<0,001). 

 

6.5.2.3 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 através do parâmetro 

da Intensidade da marcação em amostras cervicais 

 

Os resultados encontram-se descritos na Tabela 8. 

 

 

 

 

 

 



86 
 

Tabela 8 - Avaliação da Intensidade da marcação por Imuno-histoquímica do 

biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. 

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 
 

Ao se avaliar o parâmetro de Imuno-histoquímica para Intensidade da 

Imunomarcação de RAP1, a predominância da marcação encontra-se no nível médio, 

equivalente a 2+, e no nível forte, equivalente a 3+, correspondendo respectivamente 

39% e 37% do total de 90 amostras. Percebe-se que com a gravidade da lesão 

tecidual, há o aumento da intensidade de marcação para RAP1, já que no nível 3 as 

maiores proporções estão no grupo de NIC III e CCE, 33% e 37%, respectivamente 

(Tabela 8). Na análise estatística, houve correlação entre os grupos (p valor: 0,013). 

Na Figura 20, há a representação dos dados apresentados na Tabela 6, onde 

observa-se que os níveis de intensidade estão distribuídos em todos os grupos, de 

forma heterogênea.  

 

 

 GRUPOS  

 CE 
CEH/NIC 

I NIC II NIC III CCE TOTAL 
Valor 

p 

 N N N N N N 
 

 (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 
 

Nível 
(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

 

Intensidade        

0 ou 
Negativo - 1 - - - 1 

 

 - (100) - - - (100)  

 - (4) - - - (1)  

1 ou Fraco 2 7 8 1 3 21  

 (10) (33) (38) (5) (14) (100)  

 (17) (29) (47) (6) (16) (23)  

2 ou Médio 7 12 6 6 4 35  

 (20) (34) (17) (17) (12) (100)  

 (58) (50) (35) (33) (21) (39)  

3 ou Forte 3 4 3 11 12 33  

 (9) (12) (9) (33) (37) (100)  

 (25) (17) (18) (61) (63) (37)  

TOTAL 12 24 17 18 19 90 0,013 

 (13) (27) (19) (20) (21) (100)  

 (100) (100) (100) (100) (100) (100)  
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Figura 20 - Avaliação da intensidade da marcação por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: 

Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células Escamosas.* p valor: 0,013.  
 

Para avaliar a capacidade de distinção entre lesões leves e graves do colo do 

útero, construiu-se a Figura 21. Nessa figura, os grupos de CE e CEH/NIC I foram 

unidos. 
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Figura 21 - Avaliação da intensidade da marcação por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 nas amostras cervicais agrupadas conforme o risco da 
paciente evoluir para câncer. CEAN: Cervicite crônica inespecífica, Cervicite com alterações 

citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NICs 
III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. * p valor: 0,017. 

 

Percebe-se que quanto mais grave a lesão, há a tendência de aumentar a 

intensidade da reação. Na análise estatística, houve diferença estatística entre os 

grupos (p = 0,017). 

Além dessas análises, as amostras de Carcinoma de Células Escamosas 

Pouco Diferenciado e Moderadamente Diferenciado foram investigadas segundo o 

parâmetro Intensidade da marcação. Essa análise está representada na Figura 22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

15%

17%

15%

25%

70%

58%

0 20 40 60 80 100 120

CCEP

CCEM

0 ou Negativo 1 ou Fraco 2 ou Médio 3 ou Forte

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Avaliação da intensidade da marcação por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 em amostras cervicais de CCE. CCEP: Carcinoma de Células 

Escamosas pouco diferenciado; CCEM: Carcinoma de Células Escamosas moderadamente 
diferenciado. * p valor: 0,828. 

 

Ao analisar o gráfico, percebe-se que independente do grau de diferenciação 

do grupo de CCE, este apresenta o predomínio de marcação forte (nível 3). Com esta 

análise não houve diferença estatística (p= 0,828). 

 

6.5.2.4 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 através do parâmetro 

Localização Celular da marcação em amostras cervicais 

 

Os resultados encontram-se descritos na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Avaliação da Localização celular por Imuno-histoquímica do 

biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. 

 GRUPOS 

  CE CEH/NIC I NIC II NIC III CCE TOTAL 
Valor 

p 

  N N N N N N 
 

  (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) (% do nível) 
 

Nível (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) 
 

Localização 
celular             

 

Ausência de 
marcação - 1 - - - 1 

 

  - (100)  - - - (100)  

  - (4) - - - (1)  

Núcleo - 1 - - 3 4  

  - (25) - - (75) (100)  

  - (4) - - (16) (4)  

Citoplasma 4 12 3 - 4 23  

  (17,5) (52) (13) - (17,5) (100)  

  (33) (50) (18) - (21) (26)  

Núcleo/ 
Citoplasma 8 10 14 18 12 62 

 

  (13) (16) (23) (29) (19) (100)  

  (67) (42) (82) (100) (63) (69)  

TOTAL 12 24 17 18 19 90 0,008 

  (13) (27) (19) (20) (21) (100)  

  (100) (100) (100) (100) (100) (100)  

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 
 

O parâmetro de Imuno-histoquímica para a Localização Celular de RAP1, está 

predominantemente na marcação concomitante de núcleo e do citoplasma, 

representando 69% do total de 90 amostras cervicais. A marcação exclusiva de 

núcleos está restrita a uma pequena proporção de amostras cervicais (4%), onde são 

encontradas amostras de CEH/NIC I e CCE, que representam 4% e 16% de cada 

grupo avaliado, respectivamente. A marcação exclusiva de citoplasma está distribuída 

em todos os grupos. Na análise estatística, houve diferença significativa entre os 

grupos (p = 0,008).  

Na Figura 23, há a representação dos dados apresentados na Tabela 9. 
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Figura 23 - Avaliação da localização celular por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: 

Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células Escamosas.* p valor: 0,008. 

 

Observa-se com maior clareza, o predomínio da marcação concomitante do 

núcleo/citoplasma em todos os grupos avaliados. A fim de avaliar o parâmetro de 

Localização Celular com a progressão da lesão, construiu-se a Figura 24. 
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Figura 24 - Avaliação da localização celular por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 nas amostras cervicais agrupadas conforme o risco da 
paciente evoluir para câncer. CEAN: Cervicite crônica inespecífica, Cervicite com alterações 

citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC 
III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. * p valor: 0,004. 

 

Observa-se pela análise da Figura 24, que a marcação simultânea de 

núcleo/citoplasma é predominante nos dois grupos analisados. No grupo de CEAN, 

em que há lesões de menor gravidade há um maior predomínio de marcação 

citoplasmática em comparação com o grupo III analisado, em que a marcação foi 

predominantemente núcleo/citoplasma. Na análise estatística, houve diferença 

significativa entre os grupos (p = 0,004).  

Assim como para os parâmetros de Percentual de células reativas e 

Intensidade da marcação, as amostras de Carcinoma de Células Escamosas Pouco 

Diferenciado e Moderadamente Diferenciado foram investigadas segundo o 

parâmetro de Localização Celular da marcação (Figura 25). 
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Figura 25 - Avaliação da localização celular por Imuno-histoquímica do 
biomarcador RAP1 em amostras cervicais de CCE. CCEP: Carcinoma de Células 

Escamosas pouco diferenciado; CCEM: Carcinoma de Células Escamosas moderadamente 
diferenciado. * p valor: 0,124.  
 

Pela análise da Figura 25, percebe-se que independente do grau de 

diferenciação do Carcinoma, há o predomínio de marcação nuclear/citoplasmática nos 

grupos CCEP (43%) e CCEM (75%). Entretanto, observa-se marcação nuclear e 

citoplasmática isolada no grupo de CCEP. Na análise estatística, não houve 

correlação significativa entre os grupos (p valor: 0,124). 

 

6.5.2.5 – Avaliação da Imuno-histoquímica por RAP1 através do parâmetro 

Semi-quantitativo da Marcação nuclear em amostras cervicais  

 

Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 10. 
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Tabela 10 - Avaliação Semi-quantitativa da Marcação nuclear por Imuno-

histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais.  

 GRUPOS 

  CE CEH/NIC I NIC II NIC III CCE TOTAL Valor p 

  N N N N N N 
 

  
(% do 
nível) (% do nível) 

(% do 
nível) 

(% do 
nível) 

(% do 
nível) 

(% do 
nível) 

 

Nível  
(% do 
grupo) (% do grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

(% do 
grupo) 

 

Marcação 
Nuclear       

 

Ausente 4 13 3 - 4 24  

 (17) (54) (12) - (17) (100)  

 (33) (54) (18) - (21) (26)  

Uma cruz 6 8 11 6 4 35  

 (17) (23) (31) (17) (12) (100)  

 (50) (33) (65) (33) (21) (39)  

Duas 
cruzes 2 1 2 4 6 15 

 

 (13) (7) (13) (27) (40) (100)  

 (17) (4) (12) (22) (32) (17)  

Três 
cruzes - 2 1 8 5 16 

 

 - (13) (6) (50) (31) (100)  

 - (8) (6) (45) (26) (18)  

Total 12 24 17 18 19 90 <0,001 

 (13) (27) (19) (20) (21) (100)  

 
(100) (100) (100) (100) (100) (100)  

CE: Cervicite crônica inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis 
com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 2; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células 
Escamosas. 
 

Na avaliação Semi-quantitativa da Marcação nuclear de RAP1 pela Imuno-

histoquímica observou-se que em lesões mais graves (NIC III e CCE) os núcleos 

marcados apresentam maior índice de positividade (níveis “três cruzes” e “duas 

cruzes”). Em relação a lesões menos graves observa-se predominância da marcação 

nuclear em níveis mais baixos (Tabela 10). Na análise estatística houve diferença 

estatística (p valor: <0,001). Para a melhor visualização desse parâmetro, foi criada a 

Figura 26. 
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Figura 26 - Avaliação Semi-quantitativa da marcação nuclear por Imuno-
histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais. CE: Cervicite crônica 

inespecífica; CEH/NIC I: Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV 
e Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 1; NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 2; NIC III: 
Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3; CCE: Carcinoma de Células Escamosas. p valor: <0,001. 

 

Percebe-se pela análise da Figura 26, que a ausência de núcleos marcados é 

um aspecto presente em todos os grupos e, com o agravamento da lesão, a tendência 

para marcação nuclear se eleva.  

Ao agruparmos CE com CEH/NIC I construiu-se a Figura 27.  
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Figura 27 - Avaliação Semi-quantitativa da marcação nuclear por Imuno-
histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais agrupadas 
conforme o risco da paciente evoluir para câncer. CEAN: Cervicite crônica inespecífica, 

Cervicite com alterações citoarquiteturais compatíveis com ação viral do HPV e Neoplasia Intraepitelial 
Cervical de grau 1; NIC III: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau 3. * p valor: <0,001. 

 

Percebe-se com a Figura 27 que no grupo CEAN há o predomínio de amostras 

com ausência de marcação nuclear, grupo no qual há amostras de lesões menos 

graves. Já no grupo NIC III há o predomínio de amostras elencadas no nível “três 

cruzes” representando 45%, do total de todas amostras deste grupo. 

Para avaliar segundo o parâmetro considerado, as amostras de Carcinoma de 

Células Escamosas pouco diferenciados e moderadamente, construiu-se a Figura 28. 
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Figura 28- Avaliação Semi-quantitativa da marcação nuclear por Imuno-
histoquímica do biomarcador RAP1 nas amostras cervicais de CCE. CCEP: 

Carcinoma de Células Escamosas pouco diferenciado; CCEM: Carcinoma de Células Escamosas 
moderadamente diferenciado. * p valor: 0,053. 
 

No grupo de CCEP a maior proporção de núcleos marcados na Imuno-

histoquímica pelo RAP1 está no nível “três cruzes” (57%). Já no grupo de CCEM a 

maior proporção de núcleos marcados por este parâmetro está no nível “duas cruzes” 

(42%). Apesar dessa diferença, não há relevância significativa (p=0,053). 
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7 – DISCUSSÃO 
 
 

Na literatura, é extensivamente descrita a ação do HPV no desenvolvimento de 

lesões no colo uterino. Nos casos de câncer, o HPV está presente em cerca de 99% 

das amostras (WALBOOMERS et al., 1999; BURD, 2003; TULAY & SERAKINCI, 

2016). Neste presente estudo a detecção do DNA-HPV esteve presente em 72 

amostras (73,74%). Essa taxa de detecção do HPV foi maior em relação a outros 

estudos em que também se utilizou amostras parafinadas e Nested-PCR como 

metodologia de detecção (LOBATO, 2011; PRAKASH et al., 2016). 

No grupo de CCE, a positividade para o DNA-HPV foi de 94,44%, com apenas 

uma amostra negativa, abaixo do percentual encontrado na literatura. A negatividade 

da infecção pelo HPV, não só nas amostras de carcinoma, mas também em todas as 

amostras de lesões neoplásicas analisadas, pode estar associada à estrita ligação 

existente entre detecção do HPV e qualidade da amostra. As amostras de FFPE 

possuem limitações em biologia molecular, sua fixação em formaldeído leva à 

degradação e modificação química dos ácidos nucléicos (MASUDA et al., 1999; VON 

AHLFEN et al. 2007; SEILER et al., 2016). Esta degradação dificulta o uso da PCR, 

limitando a análise do DNA por redução da quantidade e tamanho dos produtos 

amplificados (LEHMANN & KREIPE, 2001; DIETRICH et al., 2013; ALVAREZ-

ALDANA et al. 2015; SEILER et al., 2016). Além disso, a presença da sequência alvo 

do Primer pode sofrer alteração ou perda, devido a possível integração do genoma 

viral com o genoma do hospedeiro (BURD, 2003). No estudo de Alvarez-Aldana e 

colaboradores (2015), relataram que a detecção do genoma do HPV através da 

amplificação por PCR de um gene humano não reflete, necessariamente, ao sucesso 

da extração do DNA viral e, que a fragmentação do DNA é um dos principais fatores 

que limitam o processo de detecção do DNA nessas amostras 

Já no grupo de CE, apesar de não apresentar alterações citoarquiteturais 

compatíveis com a ação viral do HPV, houve a presença do genoma viral em 23% das 

amostras. Dado mais elevado ao encontrado na literatura em que a prevalência 

mundial de HPV em mulheres sem anormalidades citológicas é de aproximadamente 

10% (BRUNI et al., 2010; FORMAN et al. 2012). É sabido que os dados de prevalência 

variam enormemente de acordo com a população estudada, método de coleta e de 

diagnóstico utilizado, o que pode explicar tal variação. A escassez de dados sócio 
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epidemiológicos como idade, etnia, nível de desenvolvimento e acesso à saúde 

também dificultou a interpretação deste dado (BALOCH et al., 2017). 

Na análise dos índices de positividade para o DNA-HPV, observa-se que o 

aumento do percentual de detecção foi proporcional à progressão da neoplasia. Dado 

consistente com o trabalho de revisão sistemática de Bzhalava e colaboradores (2013) 

em que a prevalência geral do HPV aumentou de 13% na citologia normal para 89,5% 

na CCE. No trabalho Zhang L. e colaboradores (2017), o mesmo também foi 

observado: a detecção do DNA-HPV aumentou com o agravamento da lesão cervical 

(72.4% - NIC I, 81.4% - NIC II, 88.1% NIC III e 90.4% CCE). É possível inferir que o 

aumento do índice de positivação para o DNA-HPV, que ocorre com o agravamento 

das lesões cervicais, esteja relacionado com a presença de cargas virais mais 

elevadas já que alguns estudos apontam a existência de tal correlação 

(HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ, et al. 2003; MOBERG et al. 2005; MA, et al., 2012; 

SHEN et al., 2014). Entretanto, outros estudos não encontraram esta associação 

(SHERMAN et al., 2002; ANDERSSON et al., 2005). No estudo desenvolvido por Dong 

e colaboradores (2018) demostrou que a correlação entre carga viral e severidade da 

lesão é dependente do tipo viral de HPV. Para os HPVs 16, 31, 33, 52 e 58 as cargas 

virais elevaram-se linearmente à medida que a gravidade citológica cervical também 

aumentou. Por outro lado, as cargas virais dos HPVs 18, 45, 56, 59 não se 

correlacionaram com a gravidade da lesão cervical.  

Em relação ao Sequenciamento Automático de DNA realizado, das 72 

amostras positivas para o HPV, 10 não puderam ser sequenciadas, por motivos 

variados. Essas amostras não sequenciadas pertenciam aos grupos de: CE (1), CEH 

(2), NIC I (3), NIC II (2), NIC III (1), CCE (1). Os genótipos encontrados no presente 

trabalho foram os de alto risco dos HPVs 16 (75,81%), 31 (6,45%), 33 (4,84%), 45 

(3,23%), 53 (1,61%), 35 (1,61%), 52 (1,61%), 58 (1,61%) e 18 (1,61%) e um de 

possível risco carcinogênico: 70 (1,61%). É importante lembrar que a prevalência dos 

tipos de HPV diferem de acordo com a origem geográfica da população estudada 

(HUSAIN & RAMAKRISHNAN, 2015). No Brasil, pelo estudo de revisão de Sepúlveda-

arias & Álvarez-aldana (2013), os quatro tipos virais de alto risco mais prevalentes em 

amostras cervicais são dos HPVs 16, 18, 33 e 58. Dado que condiz em parte com o 

achado do presente trabalho, em que os quatro tipos de HPVs mais prevalentes foram 

os HPVs 16 (75,81%), 31 (6,45%), 33 (4,84%), 45 (3,23%), em destaque para a alta 

prevalência do genótipo HPV16. 
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Em um outro estudo brasileiro realizado pelos pesquisadores De Oliveira e 

colaboradores (2013), os genótipos mais prevalentes em amostras de CCE, foram os 

HPVs 16 (77,6%), 18 (12,3%), 35 (5,9%), 31 (8,8%) e 33 (7,1%). Já em nível mundial, 

os genótipos mais comuns detectados no CCE são os HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 

e 58, sendo que os genótipos 16 e 18 representam a maioria, cerca de 50% e 20%, 

respectivamente (NI et al., 2011; MATSUMOTO et al., 2011; GHITTONI et al., 2015; 

SAH et al., 2018). No presente trabalho, o genótipo do HPV16 representou 87,50% 

das amostras do grupo de CCE seguido pelos genótipos 45 (6,25%) e 52 (6,25%). 

Somente uma amostra do grupo de NICII/III teve a presença do HPV18. Um estudo 

de De Sanjosé e colaboradores (2010) mostrou que o HPV 16 é o mais prevalente em 

Carcinomas escamosos, já o HPV18 é o mais prevalente em carcinomas 

adenoescamosos. 

A prevalência do HPV16 em lesões mais graves já foi demonstrada por estudos 

prévios, em que mostraram associação deste genótipo com o risco aumentado de 

progressão neoplásica, sendo o tipo viral mais oncogênico (GHITTONI et al., 2015; 

SCHIFFMAN et al., 2015; LIE et al., 2018, PARK et al., 2019). Já o genótipo HPV45, 

apesar de ser mais comum no Adenocarcinoma do que no Carcinoma espinocelular, 

constitui cerca de 5% de todas as neoplasias cervicais do mundo (CHEN et al., 2014). 

O HPV70, também isolado neste trabalho, é considerado de potencial risco 

carcinogênico, entretanto os estudos sobre esse genótipo ainda são limitados (SAINEI 

et al., 2018). Um estudo realizado por Kim e colaboradores (2014) descobriu alta 

prevalência de HPV70 em casos de LSIL, sugerindo sua potencial associação em 

lesões pré-cancerosas. 

Já nas duas amostras sequenciadas do grupo CE, observamos o predomínio 

do HPV16, apesar do pequeno número amostral. Segundo Bruni e colaboradores 

(2010) os genótipos dos HPVs 16, 18, 52, 58, 31 estão entre os mais frequentemente 

detectados em mulheres com citologia cervical sem atipias malignas. 

Em relação aos dados da expressão de RAP1 nas amostras cervicais por 

Imuno-histoquímica, vários marcadores são estudados a fim de se obter 

especificidade na marcação de células neoplásica, tanto em biópsias quanto em 

esfregaços citológicos (KEATING et al., 2001; GRAFLUND et al., 2004; LOBATO, 

2011; PASCOAL-XAVIER, 2011; DAS et al., 2018). No presente estudo, avaliou-se a 

Imunomarcação de RAP1 em diferentes grupos histopatológicos de biópsias do colo 
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uterino. Para tal objetivo, realizou-se a Imuno-histoquímica de 90 amostras dessas 

referidas biópsias, do total de 101, como descrito na Tabela 3 do item 6.5.1.  

A impossibilidade da avaliação da marcação de RAP1 em onze amostras 

deveu-se à qualidade do processamento do tecido biopsiado. Os motivos que 

interferiram na análise por Imuno-histoquímica foram relacionados com a (i) à etapa 

de fixação dos tecidos antes de sua inclusão em parafina, que afetaram sua aderência 

nas lâminas sinalizadas; e (ii) à presença de autólise tecidual. A influência adversa e 

variável da fixação tecidual em formalina resulta em um fator intrínseco importante e 

incontrolável (SHI, et al., 2011). Para uma fixação ideal é importante avaliar o tipo de 

fixador utilizado, o seu tamponamento em pH ideal e o tempo de permanência no 

agente fixador (RAMOS-VARA, 2005). Alterações e/ou erros ocorridos nessas etapas, 

podem dificultar as análises Imuno-histoquímicas posteriormente realizadas.  

No estudo de revisão de O’Hurley e colaboradores (2014) discutiu-se os 

desafios técnicos enfrentados pelo uso de biomarcadores Imuno-histoquímicos. 

Dentre os fatores que podem afetar o resultado da Imuno-histoquímica incluem o 

manuseio e o armazenamento de tecidos, a recuperação de epítopos, a escolha de 

anticorpos, os métodos de detecção e o procedimento de interpretação. No trabalho 

de Cheung e colaboradores (2014) destaca-se a importância da adequada preparação 

das amostras teciduais para ensaios Imuno-histoquímicos, devido à crescente 

importância dos testes preditivos e de prognósticos, na medicina personalizada. 

Na literatura, a atuação de RAP1 é extensivamente estudada em processos 

patológicos neoplásicos (BAILEY et al., 2009; van STAVEREN et al., 2012; GAO et 

al., 2018). Na Carcinogênese cervical, estudos relatam o envolvimento de RAP1 com 

oncoproteínas virais do HPV. Na transformação celular, é descrito que a degradação 

do E6TP1 pelo HPV-E6 oncogênico via ubiquitina ligase E6AP leva a maior ativação 

da RAP1, e à transformação celular (GAO et al., 2002; SINGH et al., 2003). Em um 

estudo realizado por Farina e colaboradores (2004), demonstrou-se que a ativação de 

RAP1 se correlaciona com a proteína E2 do HPV. Por meio da interação com a 

proteína nuclear Brd4, a proteína E2 pode ligar-se ao DNA epissomal viral ao genoma 

do hospedeiro. Brd4 é uma proteína nuclear que atua ligando-se à cromatina e, dessa 

forma regula a progressão do ciclo celular. Essa proteína interage também com uma 

RAPGAP denominada SPA-1, intensificando sua atividade inibidora de RAP1. Quando 

a proteína E2 liga-se à Brd4, compete com a proteína SPA-1. O que pode favorecer 

disfunção da proteína SPA1, criando um estado hiperativo de RAP1 no citoplasma.  
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Neste estudo, a marcação de RAP1 esteve presente em todos os grupos 

analisados, naqueles com e sem células neoplásicas. No trabalho de Pascoal-Xavier 

e colaboradores (2015), a proteína RAP1 foi indetectável em 36,4% das amostras não 

displásicas (12/33) e, quando esteve presente neste grupo, a imunocoloração de 

RAP1 foi pouco intensa. Observou-se neste trabalho que no grupo de cervicite, a 

marcação de RAP1 esteve presente nas 12 amostras avaliadas, e a intensidade da 

reação esteve distribuída nos níveis médio, forte e fraco, com as respectivas 

proporções 58%, 25% e 17%.  

Assim, é sugestivo o papel dessa proteína no processo inflamatório. Achado 

esse condizente ao estudo de Figueiredo e colaboradores (2015), que ao avaliar a 

expressão de RAP1 pela técnica Imunocitoquímica em um grupo de amostras com 

alterações celulares benignos, houve a hiperexpressão da proteína RAP1 o que 

sugere a associação dessa proteína com a atividade inflamatória. 

Os parâmetros de distribuição de células reativas na espessura do epitélio e 

percentual de células reativas foram utilizados como controle de qualidade da reação 

imuno-histoquímica. É sabido que, nas lesões NIC I, as células neoplásicas se 

concentram no terço basal do epitélio, em NIC II, elas ocupam dois terços desse tecido 

e em NIC III, as células neoplásicas são encontradas em toda a extensão tecidual. 

Isto foi claramente observado nos testes realizados, com p < 0,001. Ou seja, a 

marcação com RAP1 permitiu localizar as células neoplásicas e esta estava coerente 

coma história natural da doença relatada na literatura. Este parâmetro também foi 

importante pois permitiu a identificação da área da lesão a ser analisada para os 

demais parâmetros. Vale ressaltar, o comportamento da distribuição da marcação nas 

amostras de cervicite. Neste grupo, em que há ausência de neoplasia, vemos que 

este parâmetro se comportou de forma heterogênea. Das amostras de CE analisadas, 

33% foram categorizadas no nível 1, marcação do terço basal do epitélio; 25% no 

nível 2, dois terços e 42% no nível 3, toda espessura do epitélio. Esse dado é 

discrepante ao encontrado na literatura, em que células não displásicas apresentam 

distribuição ausente (36%) ou então restrita ao terço basal (64%) (PASCOAL-XAVIER, 

2011). 
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Quanto ao percentual de células reativas, este parâmetro foi útil para avaliar a 

qualidade da marcação por RAP1. A literatura relata que a expressão de RAP1 

encontra-se aumentada nas células neoplásicas. Apesar de não ter encontrado 

diferença estatística (p=0,105), o percentual de marcação mostrou-se maior nas 

lesões intraepiteliais mais graves, onde 100% das amostras de NIC III tiveram um 

percentual de marcação difusa (>50%), enquanto que nas alterações consideradas 

mais leves (CEAN), 72% obteve esse tipo de marcação. Ao analisar as amostras em 

seus diferentes grupos, o p encontrado foi de 0,04. Apesar de p significativo, a maioria 

das amostras (71/90, 79%), independente do grau de lesão, foi classificada no mesmo 

nível (nível 3, > 50% de marcação) e não foi vista uma evolução no aumento do 

percentual de células marcadas com o agravo da lesão. Já no trabalho de Pascoal-

Xavier (2011), ao avaliar este parâmetro, os grupos com amostras cervicais de 

mucosa não displásica e NIC I foram elencadas em sua maioria no nível focal 2 (5 a 

25% de marcação). Ao se analisar este parâmetro nas amostras de CCE, observa-se 

que a maioria destas lesões (17/19) apresentam nível 2 e 3 de reatividade, sendo por 

isso, este parâmetro considerado um bom marcador para lesões invasivas. Entretanto, 

este parâmetro não foi capaz de identificar e separar os diferentes tipos de cânceres.  

Os parâmetros: Intensidade da reação, Localização celular da marcação e 

Semi-quantificação da marcação nuclear foram utilizados na avaliação de RAP1 como 

biomarcador. 

Pelo parâmetro de intensidade da marcação, observou-se elevados níveis de 

intensidade em lesões teciduais mais graves. A maioria das amostras de CE (9/12, 

75%), CEH+NIC I (19/24, 79%) e NIC II (14/17, 82%) foram categorizadas nos níveis 

1 e 2 (fraco e médio, respectivamente), enquanto que a maioria das amostras de NIC 

III (11/18, 61%) e CCE (12/19, 63%) foram categorizadas no nível 3 (forte). Ao 

reagrupar as amostras separando as lesões mais leves (CE, CEH e NIC I) de lesões 

mais graves (NIC III), observa-se uma evolução no aumento da intensidade da 

marcação com o agravamento da lesão. Valores de p significativos foram encontrados 

(0,013 e 0,017), demostrando ser esse um bom parâmetro para a identificação de 

lesões mais graves. Este achado é semelhante aos de Pascoal-Xavier (2015), onde 

observou-se um aumento gradual da expressão de RAP1 das amostras controle para 

as de NIC I e NIC II/III.  

Na análise dos diferentes tipos de CCE, percebe-se que, independente do tipo 

de tumor, a marcação é predominantemente intensa (nível 3, 58% CCEM e 70% 
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CCEP), sendo, por isso, RAP1 um bom marcador para lesões invasivas, mas não útil 

na diferenciação dos tipos (p=0,828). 

Pelo parâmetro Imuno-histoquímico para localização celular de RAP1 houve 

diferença estatística significativa entre os grupos (p= 0,008), com o predomínio de 

marcação nuclear/citoplasmática (69%). Pode-se perceber que com o agravamento 

da lesão, extenuando-se CCE, há o aumento da porcentagem de marcação 

nuclear/citoplasmática. O que fica evidente ao unir lesões leves (grupo CEAN) e 

compará-las a lesões mais graves (grupo NIC III) (p=0,004). Analisando o grau de 

diferenciação das amostras de CCE, percebe-se que não houve diferença significativa 

na localização celular da marcação (p= 0,124), entretanto, observa-se que o grupo 

CCEP há maior quantidade de amostras elencadas na localização nuclear (28,5%) 

quando comparado ao CCEM (8%). Estes dados fortalecem a hipótese de migração 

nuclear nos processos neoplásicos e se mostrou um bom marcador para a 

identificação de lesões graves. 

Ao avaliar de forma semi-quantitativa a quantidade de núcleos marcados, 

percebe-se que nas lesões mais graves, CCE e NIC III, a marcação de duas e três 

cruzes foi a mais frequente com, respectivamente, 32% e 45% das amostras. Em NIC 

II, a maioria das amostras (65%) foi categorizada com uma cruz e a maioria das 

amostras de NIC I + CEH (54%) e CE (33%), não possuíam marcação nuclear. Um 

valor significativo de p foi encontrado (< 0,001). Ao agrupar CE, CEH e NIC I (CEAN) 

e compará-las à NIC III, percebe-se que RAP1 foi útil na identificação das lesões mais 

graves, com valor de p < 0,001. A marcação nuclear mostrou-se um bom marcador de 

lesões graves. Ao comparar os diferentes tipos de carcinoma a marcação nuclear, 

novamente, se mostrou maior no CCEP (57%) quando comparado ao CCEM (8%), 

com valor de p de < 0,001. 

A literatura relata uma tendência da translocação de RAP1 para o núcleo de 

acordo com o agravamento da lesão, o que também foi observado neste trabalho. Isso 

também reforça o aumento da atividade de RAP1 em processos malignos (MITRA et 

al., 2003; PASCOAL-XAVIER et al., 2015).  
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8- CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados do presente estudo, foi possível concluir que: 

 

• Células epiteliais de tecido cervical uterino expressam a proteína RAP1 com 

predomínio da Imuno-marcação nuclear e citoplasmática. 

• A expressão da proteína RAP1 parece estar associada a alterações celulares 

benignas como a presença de inflamação. 

• Houve correlação significativa, nos parâmetros de Intensidade, Localização da 

marcação celular e da Semi-quantificação nuclear da expressão de RAP1 como 

biomarcador tumoral. 

 

9- PERSPECTIVAS  

 

• Ampliar o “n amostral” de todos os grupos utilizados no presente estudo;  

• Compreender a participação de RAP1 em processos inflamatórios; 

• Correlacionar, por outros parâmetros Imuno-histoquímicos, a expressão de 

RAP1. 
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ANEXO A - Carta de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais 
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ANEXO B – Emenda da Carta de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais 
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ANEXO C - Carta de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa do Hospital 

Luxemburgo 
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ANEXO D -  

 

Quadro 1- Componentes do Mix de PCR para amplificação do gene β-globina 

(268 pb) 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

GH20 (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

PC04 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 Mm 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 8 µl 

Volume final de 14 microlitros: 12 µl de MIX + 2 µl de DNA (lisado) da amostra. 

 

Quadro 2 - Componentes do Mix de PCR para amplificação do gene β-globina 

(110 pb) 

 

Quadro 3 - Programa de amplificação do gene β-globina (268 e 110 pb) 

 

 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

PC03 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

PC04 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 
amplificação de 268 pb.  

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 5 minutos 

2 94ºC 1 minuto 

3 55ºC 1 minuto 

4 72ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4   - 

6 72ºC  10 minutos 

7 4ºC  10 minutos 

8 FIM  - 
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Quadro 4 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

450 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

MY09 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

MY11 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 Mm 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 7 µl 

Volume final de 13 microlitros: 11 µl de MIX + 2 µl de DNA (lisado) da amostra. 

 

 

Quadro 5 - Programa de amplificação do fragmento de 450 pb do genoma viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 4 minutos 

2 55ºC 1 minuto 

3 72ºC 2 minutos 

4 95ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4   - 

6 55ºC  1 minuto 

7 72ºC  5 minutos 

8 4ºC  10 minutos 

9 FIM - 

 

Quadro 6 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

150 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

GP5+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

GP6+ (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 
amplificação de 450 pb. 
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Quadro 7 – Programa de amplificação do fragmento de 150 pb do genoma viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 4 minutos 

2 95ºC 1 minuto 

3 45ºC 1 minuto 

4 72ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4   - 

6 72ºC  1 minuto 

7 4ºC 10 minutos 

8 FIM  - 

 

Quadro 8 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

150 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

GP5+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 4,17 µl 

GP6+ (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 4,17 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 4,17 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 mM 200 µM 3,33 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,83 µl 

H2O - - 25 µl 

Volume final de 50 microlitros: 41,67 µl de MIX + 8,33 µl do produto da 1ª reação 
de amplificação de 450 pb. 

 

Quadro 8 - Componentes do Mix de PCR para amplificação de um fragmento de 

150 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração/tubo Volume/tubo 

GP5+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 4,17 µl 

GP6+ (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 4,17 µl 

Tampão IB (Phoneutria®) 10x 1x 4,17 µl 

dNTP Mix (QuatroG®) 2,5 mM 200 µM 3,33 µl 

Taq DNA pol. (Phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,83 µl 

H2O - - 25 µl 

Volume final de 50 microlitros: 41,67 µl de MIX + 8,33 µl do produto da 1ª reação 
de amplificação de 450 pb. 
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Quadro 9 – Programa de Amplificação para o Sequenciamento do fragmento de 

150 pb do genoma viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 96ºC 1 minuto 

2 96ºC 15 segundos 

3 34 vezes o passo de 2  1 minuto 

4 50ºC 15 segundos 

5 60ºC  4 minutos 

6 FIM  - 

 

 


