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Alguns veem as coisas como sao e perguntam “por qué?”

Eu as vejo como nunca foram e pergunto ‘por que ndo?”

George Bernard Shaw



RESUMO

RAP1 (RAS proximate 1), uma pequena proteina GTPase da superfamilia
RAS, é um presumido oncogene altamente expresso em varias linhagens de células
malignas e tipos de cancer, incluindo alguns tipos de carcinoma de células
escamosas (CCE). No entanto, a participacdo de RAP1 na carcinogénese cervical
iniciada pelo Papilomavirus humano (HPV) é desconhecida. Realizamos um estudo
transversal de biopsias do colo uterino armazenadas em parafina para determinar a
associacdo de RAP1 com a neoplasia intraepitelial cervical (NIC). A deteccédo e a
genotipagem do HPV foram realizadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
nested e a carga viral por PCR em tempo real dos mRNAs das oncoproteinas E6 e
E7. Avaliagcdes qualitativa e quantitativa das expressées imuno-histoquimicas de
RAP1, RAP1 GAP, p16™“* (p16) e Ki67 em tecido fixo foram realizadas em 319
bidpsias cervicais armazenadas em parafina e classificadas como mucosa normal ou
nao-displasicas (MND) (n = 65); NIC grau 1 (n = 102), NIC de grau 2/3 (n = 85) e
CCE (n = 67). Quantificagdo da expresséo génica de RAP1A, RAP1B e pl6 foi feita
por PCR em tempo real. O DNA do HPV foi detectado em 56,73% das amostras de
todos os grupos, principalmente NIC 2/3 (68,42%) e CCE (75,00%). Foi observado
um aumento gradual nas expressées de RAP1, RAP1 GAP, pl6 e Ki67 nos grupos
MND <NIC 1 <NIC 2/3 (p <0,001). Especificamente, um aumento progressivo dos
niveis de expressdo RAP1 aumentou em 3,5 vezes o risco de NIC 1 [odds ratio (OR)
= 3,50; intervalo de confianca (IC) de 95%: 1,30-10,64] e em quase 20 vezes 0 risco
de CIN 2/3 (OR = 19,86, IC de 95%: 6,40-70,79), quando comparados com MND.
Além disso, a andlise de regresséo logistica ordinal estere6tipa mostrou que este
aumento progressivo na expressdo RAP1 impacta mais fortemente em NIC 2/3 do
gue em NIC 1. Comparada aos grupos NIC 1 e NIC 2/3, também foi observada
menor expressao génica relativa de RAP1A no grupo CCE (p <0,05). Nao foram
encontradas diferencas na RAP1B expressdo génica relativa e pl6. Assim, 0s
nossos resultados sugerem que RAP1 pode ser um biomarcador atil para o

diagndstico de CIN.



ABSTRACT

RAP1 (RAS proximate 1), a small GTP-binding protein of the RAS
superfamily, is a putative oncogene that is highly expressed in several malignant cell
lines and types of cancers, including some types of squamous cell carcinoma (SCC).
However, the participation of RAP1 in cervical carcinogenesis initiated by Human
papillomavirus (HPV) is unknown. We conducted a cross-sectional study of paraffin
embedded cervical biopsies to determine the association of RAP1 with cervical
intraepithelial neoplasia (CIN). HPV detection and genotyping were performed by
nested polymerase chain reaction (PCR) and viral load by real-time PCR of E6 and
E7 oncoproteins mRNAs. Standard and quantitative immunohistochemistry
assessment of RAP1, RAP1 GAP, p16™ ** (p16) and Ki67 expressions in fixed
tissue were performed on 319 paraffin-embedded cervical biopsies that were
classified as normal or non-dysplastic mucosa (NDM) (n = 65); CIN grade 1 (n =
102), CIN grade 2/3 (n = 85), and SCC (n=67). RAP1A, RAP1B and pl6 gene
expression quantification was performed by real-time PCR. HPV DNA was detected
in 56.73% of the samples in all groups, mainly CIN 2/3 (68.42%) and SCC (75.00%).
A gradual increase in RAP1, RAP1 GAP, p16 and Ki67 expressions in NDM < CIN 1
< CIN 2/3 (p<0.001) specimens was observed. Specifically, a progressive increase in
the RAP1 expression levels increased the risk of CIN 1 [odds ratio (OR) = 3.50; 95%
confidence interval (CI) 1.30-10.64] 3.5 fold and the risk of CIN 2/3 (OR=19.86, 95%
Cl1 6.40-70.79) nearly 20 fold when compared to NDM. In addition, stereotype ordinal
logistic regression analysis showed that this progressive increase in RAP1
expression more strongly affected CIN 2/3 than CIN 1. Compared to CIN 1 and CIN
2/3 groups, it also observed lower relative gene expression RAP1A in the SCC group
(p <0.05). We found no differences in the relative gene expression RAP1B and p16.
Thus, our findings suggest that RAP1 may be a useful biomarker for the diagnosis of
CIN.
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1.1 — Relevancia e justificativa

O céancer do colo uterino ou cervical continua uma das neoplasias mais
comuns em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da ampla disponibilidade de
métodos para o rastreamento da sua lesdo precursora, a neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) ou do seu fator etiolégico, o0 Human papillomavirus ou papilomavirus
humano (HPV) (Lozano et al.,, 2012). O rastreamento, identificacdo da doenca
assintomatica, é a base para a prevencao do estagio final do cancer invasor e é
realizado por meio de analises subjetivas citoldgica, colposcopica e histopatoldgica
das alteragbes morfoldgicas epiteliais induzidas pelo HPV. Entretanto, esses exames
geram elevadas taxas de resultados falso negativo e falso positivo, além de grande
variabilidade interobservador, o que prejudica a deciséo clinica sobre o tratamento.
Portanto, € imprescindivel a busca por biomarcadores capazes de indicar, com
precisao, o significado das alteracdes decorrentes da progressao da NIC, bem como
distinguir a infec¢do viral produtiva, predominante na lesdo intraepitelial de baixo
grau (LIEBG) e ndo associada diretamente a transformacéo neoplasica, denominada
NIC 1, da infeccdo ndo produtiva, predominante na lesao intraepitelial de alto grau
(LIEAG), com integragcdo do genoma viral ao genoma celular e diretamente
associada a transformacéo neoplasica, denominada NIC 2/3.

Desde a introducéo do teste citolégico de Papanicolaou, na década de 1940,
houve uma significativa queda na incidéncia e na mortalidade por cancer cervical.
Contudo, o desempenho do teste de Papanicolaou é severamente prejudicado por
elevadas variabilidades inter e intraobservador e altas taxas de resultados falso
negativo e falso positivo, respectivamente entre 20-30% e 50-70%. As recentes
inovacdes técnicas do teste de Papanicolaou, como a citologia em meio liquido
(CML), ndo melhoraram a sensibilidade e a especificidade para a deteccédo da NIC
em relacdo a citologia convencional (Tsoumpou et al., 2009). Além disso, a analise
histopatoldégica de biopsias do colo uterino direcionadas por colposcopia,
consideradas padrdo-ouro para o diagnostico de NIC, apresenta grande
variabilidade de interpretacéo interobservador culminando em erros na determinacao
do grau da NIC, surpreendentemente em 30-50% dos casos (Schiffman et al., 2007,
Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).

A recente disponibilidade de testes moleculares para detectar a presenca do

DNA do HPV em amostras cervicais, conhecidos como testes DNA-HPV,
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aumentaram a expectativa de melhorias no rastreamento da neoplasia cervical.
Alguns desses métodos, incluindo a captura hibrida e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para HPV, demonstraram, ap0s estudos de validagcédo clinica,
bons resultados. Estes resultados permitiriam a incorporacao dos testes DNA-HPV
ao algoritmo convencional de rastreamento, como adjunto da citologia cervical, ou,
até mesmo, a substituicAo dos métodos tradicionais. No entanto, os testes
moleculares para deteccdo de HPV também falham na triagem de NIC 1, nado
permitem a distincdo entre infeccao transitéria e infeccdo crdnica ou persistente e
apresentam grande variabilidade nas estimativas de sensibilidade e especificidade,
com médias de 84% (55-100%) e 77% (31%-96%), respectivamente (Caetano et al.,
2006; Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).

Pesquisas focadas na identificacdo e desenvolvimento de biomarcadores para

a NIC revelaram, dentre outros, a proteina supressora de tumor p16™“*

(p16) como
um promissor biomarcador. A proteina pl6, inibidora da atividade de cinases
dependentes de ciclina (CDK) 4 e 6, encontra-se hiperexpressa no epitélio infectado
por HPV. A superexpressao decorre da acédo intracelular da oncoproteina viral E7
que, ao degradar a proteina do retinoblastoma (pRb), promove a liberacdo do fator
de transcricdo E2F e, consequentemente, a progressao do ciclo celular. A liberagao
do E2F nas células normais, consequéncia da fosforilagdo da pRb por CDK4 e
CDK®6, € o principal estimulo para sintese da pl6. Entretanto, apesar de estar
hiperexpressa nas células infectadas por HPV, a pl6 é funcionalmente inativa
(Schiffman et al., 2007; Tsoumpou et al., 2009).

A utilizagdo da imuno-histoquimica, imunorreacdo enzimatica complementar
ao exame histopatoldgico, para a avaliacdo da expressdo da pl6 nas células
epiteliais tem se mostrado muito valiosa na reduc¢éo da variabilidade interobservador
do diagnéstico de lesBes cervicais, particularmente no diagnéstico da NIC 2/3.
Entretanto, questdes fundamentais para a avaliacdo clinica de biomarcadores, como
falta de padronizagdo na preparacdo das amostras para imuno-histoquimica e nos
critérios para interpretacdo dos cortes histopatoldgicos, tém reduzido a
reprodutibilidade do método e dificultado a interpretacdo dos dados de diferentes
estudos. Por conseguinte, as evidéncias disponiveis ainda néo permitem a
formulagdo de recomendacdes definitivas sobre as aplicacdes da pl6 na prética
clinica (Tsoumpou et al., 2009). Assim, a busca por biomarcadores de vias

moleculares celulares sensiveis a acdo de oncoproteinas virais torna-se essencial.
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Neste cenario, a proteina RAP1 (RAS proximate 1), uma pequena GTPase da
superfamilia RAS, desponta como candidata a biomarcador da NIC e alvo
antitumoral no cancer cervical. Membro da superfamilia RAS de pequenas GTPases,
RAP1 tem duas isoformas, RAP1A e RAP1B, com homologia de 95%, que séo
produtos de dois genes localizados nos cromossomos 1 e 12, respectivamente
(Mitra et al., 2003; Lafuente et al., 2007). RAP1 funciona como transdutor bioquimico
que regula o crescimento, diferenciacdo, sobrevida e adesdo das células eucariotas,
alternando sua conformacéo entre uma forma inativa ligada ao GDP, RAP1-GDP, e
uma forma ativa ligada ao GTP, RAP1-GTP (Farina et al., 2004).

Importantes trabalhos demonstraram alteracdes na localizagdo subcelular e
na expressao do gene desta proteina em carcinomas de células escamosas, o tipo
histolégico mais comum do cancer cervical, e especularam sobre sua ag¢ao no
controle do crescimento e da diferenciacdo de células epiteliais (D'silva et al., 2003;
Mitra et al.,, 2003). Outras pesquisas evidenciaram alteragcbes quantitativas e
funcionais de RAP1 decorrentes da degradacdo de suas proteinas inibidoras, como
a E6TP1, pela oncoproteina viral E6, com alta correlacdo com transformacéo celular
(Liao et al., 1999; Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004).

Portanto, considerando-se os resultados dos trabalhos anteriores e deste
estudo, constata-se que a proteina RAP1 preenche os principais critérios para um
biomarcador com valor clinico potencial para o diagnéstico da NIC. Ela apresenta
alteracdes quantitativas e funcionais com alta correlacdo com transformacao celular
epitelial, seja por acdo direta da oncoproteina E6 do HPV ou pela disfuncdo da
proteina SPA-1 decorrente da acado indireta do complexo E2-Brd4 (Singh et al.,
2003; Chakrabarti et al., 2004; Yan et al., 2010). Mais precisamente, no que se
refere aos resultados deste estudo, a proteina RAP1 apresenta 0 mesmo padrao
imuno-histoquimico da proteina pl6 e suas duas isoformas, RAP1A e RAPI1B,
demostram maior expressdo génica relativa nos diferentes estagios da neoplasia
intraepitelial cervical. Em conjunto, essas investigacbes sugerem que RAP1 e sua
via de sinalizacdo intracelular podem desempenhar importante papel no céncer

cervical associado ao HPV.
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1.2 — Problema e hipo6tese

Certamente, muitas reflexdbes sdo necessarias sobre a inaceitavel
permanéncia do cancer cervical ou do colo uterino entre as neoplasias mais comuns
em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da ampla disponibilidade de métodos
para o rastreamento da sua precursora neoplasia intraepitelial cervical ou do seu
agente etiolégico, o HPV.

No Brasil, o cancer do colo do utero é o terceiro mais incidente na populacéo
feminina brasileira, excetuando-se os casos de cancer de pele ndo melanoma.
Impulsionado pelo Programa Viva Mulher, criado em 1996, o controle do cancer do
colo do utero foi reafirmado como prioridade no plano de fortalecimento da rede de
prevencao, diagnostico e tratamento do cancer, lancado pelo Ministério da Saude,
em 2011.

Considerando-se exclusivamente a questdo relacionada ao diagnostico
precoce da lesdo precursora do cancer do colo uterino, a NIC, em detrimento a
outras fundamentais questdes de ordem técnico-administrativa, como, por exemplo:
definicdo do método, intervalo de rastreamento, meta de cobertura dos exames,
infraestrutura assistencial, do sistema de informacao para monitorar todo o processo
de rastreamento, diretrizes de diagndstico e tratamento estabelecidas, e outras
essenciais questdes de cunho social, econbmico e cultural, identifica-se um
problema: Ha um biomarcador que indiqgue, com precisdo, o significado das
alteracOes decorrentes da progressao da NIC e consiga distinguir a infec¢ao viral
produtiva, predominante na NIC 1 e ndo associada diretamente a transformacéo
neoplasica, da infeccdo ndo produtiva, predominante na lesdo NIC 2/3, com
integracdo viral no genoma celular e diretamente associada a transformacao
neoplasica?

O desdobramento deste problema possibilita a construcdo de uma hipoétese: A
proteina RAP1 é um biomarcador com valor clinico potencial para identificacdo e
distincdo das lesGes precursoras do cancer cervical, NIC 1 e NIC 2/3, associadas a

infecgéo por HPV.
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1.3 — Objetivos

1.3.1 — Objetivo geral

Caracterizar a proteina RAP1 como biomarcador da neoplasia intraepitelial

cervical associada a infeccao pelo HPV.

1.3.2 — Objetivos especificos

A) Detectar o DNA de HPV nas amostras pela nested-PCR.

B) Genotipar os HPV detectados nas amostras pela PCR tipo especifico ou

por sequenciamento direto.

C) Quantificar o mMRNA dos oncogenes virais E6 e E7 nas amostras pela
gPCR.

D) Comparar a expressao das proteinas RAP1, pl6, Ki-67 e RAP1GAP nas

amostras pela imuno-histoquimica.

E) Quantificar o mRNA dos genes RAP1A, RAP1B, pl16 e RAP1GAP nas
amostras pela qPCR.
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1.4 — Plano geral do estudo

O plano geral do estudo foi delineado conforme a as etapas abaixo, que estao

representadas na FIGURA 1:

12 — Definicdo do periodo de observacédo, entre os anos de 2006 e 2010, e
dos locais de obtencdo das amostras, os laboratorios de Anatomia Patoldgica do

Hospital das Clinicas da UFMG e do Instituto Hermes Pardini.

22 — Selecao de amostras apods calculo amostral, considerando-se os valores
maximos de prevaléncia dos diagndsticos citopatologicos e histopatolégicos de

neoplasia intraepitelial cervical e cancer do colo uterino divulgados na literatura.

32 — Classificagdes qualitativa e quantitativa dos resultados de reacdes de
imuno-histoquimica respectivamente por microscopia éptica convencional, segundo
critérios de dois sistemas independentes, e por afericdo da intensidade média de
pixel de regides de interesse das laminas digitalizadas.

43 — Realizacdo de técnicas moleculares PCR e gPCR para deteccdo e
genotipagem do HPV e para quantificacdo da expressdo de mRNA dos genes de

proteinas celulares e virais.

52 — Realizacao das estatisticas descritiva e inferencial para interpretacdo dos

dados, apresentacéao resultados e discussao.

62 — Redacdao da tese.



25

ETAPAS
la
2%
n=319 amostras
1° PARTE 2° PARTE
IMUNO-HISTOQUIMICA TECNICAS MOLECULARES
(HQ) (PCR, RT-qPCR)
1° CLASSIFICAGAO IHQ 2° CLASSIFICAGAO IHQ Morfometria IHQ DETECGAO E TIPAGEM EXPRESSAO GENICA CARGA VIRAL EXPRESSAO GENICA
(Klaes et al, 2001) (Galgano et al, 2010) (Furstenau et al, 2010) DO HPV CELULAR VIRAL
Microscépio dptico Microscdpio dptico Microscopio 6ptico Termociclador Termociclador Termociclador Termociclador
s s NIKON Eclipse E200| |NIKON Eclipse E200 ZEISS AXIO e BioRad, StepOne BioRad e StepOne BioRad e StepOne BioRad e StepOne
3"ed sistema de captura Plus AB e Mega Plus AB Plus AB Plus AB
AxioVision BACE 1000TM GE
IHQ com sistemas IHQ com sistema de IHQ com sistema PCR, RT-gPCR e RT-gPCR com kits gPCR com kits RT-gqPCR com kits
de revelagdo LSAB revelagdo Novolink de revelagdo seqguenciamento QIAGEN, QIAGEN, QIAGEN,
BD e Novolink NOVOCASTRA dos Novolink com kits QIAGEN, INVITROGEN e SYBR INVITROGEN e SYBR INVITROGEN e SYBR
NOVOCASTRA dos anticorpos NOVOCASTRA dos INVITROGEN, SYBR Green AB para cDNA Green AB para DNA Green AB para cDNA
anticorpos primarios Rapl A+B, anticorpos Green ABe das proteinas de HPV16 e HPV18 das oncoproteinas
primarios Rapl A+B p16, Rap1GAP e Ki- primarios Rapl DYEnamic ET Dye celulares Rap1A, virais E6 e E7 de
epl6 67 A+B, p16, Rap1GAP Terminator GE dos Rap1Be pl6 HPV16 e HPV18
eKi-67 tipos 16, 18, 31,
33,52e58
L [n=246 amostras n=246 amostras n= 100 amostras n=275 amostras n=56 amostras n=29 amostras n=38 amostras
Categorica ordinal Categorica ordinal Quantitativa Categorica nominal Quantitativa Quantitativa Quantitativa
Estatistica Estatistica Estatistica Estatistica Estatistica descritiva Estatistica descritiva Estatistica descritiva
descritiva, descritiva, descritiva e descritiva e e comparagdo de e comparagdo de e comparagao de
comparagdo de comparagdo de comparagdo de comparagdo de médias médias médias
proporgoes e proporgoes e médias proporgoes
acurécia acurdcia
56
Qui-quadrado, Qui-quadrado, Teste Teste T Teste T Teste T Teste T
Teste exato de exato de Fisher, Coeficiente de Qui-quadrado Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
Fisher, medidas medidas  de correlagdo de Teste exato de correlagdo de correlagdo de correlagdo de
de acuracia e acurécia e Pearson com Fisher Pearson com Pearson com Pearson com
Regressao Logistica Regressdo Logistica regressdo linear regressao linear regressao linear regressdo linear

@1

Legenda:

Parte

Etapa

Metodologia

Equipament

Amostra

Varidvel

Estatistica inferencial

Estatistica descritiva

FIGURA 1 - Plano geral do estudo.
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2.1 — Historico associacéao entre papilomavirus e cancer genital

Historicamente, a associacdo entre papilomavirus e cancer genital iniciou-se
na década de 70. Entre 1974 e 1976, pesquisadores divulgaram os primeiros
estudos sobre o papel do papilomavirus no desenvolvimento do cancer cervical. Em
1976, Meisels & Fortin publicaram trabalho descrevendo que o aparecimento de
coilécitos em esfregacos cervicais indicava a infeccdo por papilomavirus. Eles
também sugeriram a possibilidade de diferenciacdo das lesdes “verrucosas”
benignas, que ndo progrediam para cancer, das lesdes precursoras que progrediam
para cancer cervical (Meisels e Fortin, 1976). Estas ideias foram suportadas pela
identificacdo de particulas de papilomavirus em lesBes epiteliais iniciais do colo
uterino e tornaram-se mais evidentes com a observacdo de papilomavirus em
coilocitos de esfregacos cervicais. A ideia de uma lesdo precursora viral foi
confirmada pela identificacdo de particulas virais tipicas em células displasicas das
lesBes precursoras do cancer do colo uterino. Os primeiros tipos de papilomavirus
em humanos foram identificados diretamente de biopsias de cancer cervical entre
1983 e 1984 (Zur Hausen, 2002).

As analises dos papilomavirus, nos anos que se seguiram, nas tentativas de
explicar a etiopatogénese do céancer cervical, levaram ao desenvolvimento do
conhecimento sobre a biologia do virus e a histéria natural da infeccdo e
proporcionaram um levantamento epidemiolégico da infeccdo. Muitos estudos
epidemioldgicos estdo sendo realizados, objetivando o entendimento desse agente
viral como fator de risco primario essencial para o desenvolvimento do céncer
cervical. Grandes estudos epidemiologicos prospectivos e caso-controle suportam
esta ideia e indicam o elevado risco da persisténcia da infeccdo por papilomavirus
para o desenvolvimento do cancer cervical (Knipe et al., 2001; Zur Hausen, 2002,
Howley, 2006).

2.2 — Papilomavirus

2.2.1 — Propriedades gerais dos papilomavirus
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Os papilomavirus (PV) sédo pequenos virus de DNA fita dupla circular
(epissomal), nao envelopados, que causam lesbes epiteliais com variada
severidade, desde lesdes benignas a neoplasia invasora. As particulas infecciosas
sdo compostas por genoma com 8000 pares de bases, aproximadamente, envoltos
por um capsideo icosaédrico de 55 nm de didametro (FIGURA 2). Os PV infectam
muitas espécies de vertebrados, mas sao altamente espécie especificos. Cada tipo
de PV apresenta tropismo por certo tipo de epitélio e € associado a um tipo particular
de lesdo. Atualmente, existem cerca de 200 gendtipos de PV que infectam humanos,
denominados Human papillomavirus (HPV) e identificados com base na homologia
de sequéncias do DNA viral. Destes 200 genétipos de HPV, no minimo 40 tipos
exibem um tropismo para a mucosa genital (Mcmurray et al., 2001; Sanclemente e
Gill, 2002; Burd, 2003; Munoz et al., 2006).

FIGURA 2 - Micrografia e microscopia de papilomavirus.
A) Micrografia eletronica do BPV-1.

B) Microscopia crioeletrénica de papilomavirus. (*) proteinas superficiais.
Fonte: Knipe et al., 2001.

2.2.2 — Classificacédo dos papilomavirus

A familia Papillomaviridae tornou-se oficialmente reconhecida pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) recentemente. Os PV sdo agrupados,
atualmente, pela homologia entre sequéncias do gene L1, em géneros, espécies,
tipos, subtipos e variantes. Os géneros demonstram homologia entre sequéncias do
gene L1 inferior a 60%. Até o momento sdo conhecidos 16 géneros que sao
identificados por letras do alfabeto grego. Cinco desses géneros sdo compostos

exclusivamente por PV que infectam humanos. O género clinicamente mais



29

importante é referido como Alphapapillomavirus. As espécies, dentro de um género,
demonstram entre 60% e 70% de identidade entre sequéncias do gene L1 (De
Villiers et al., 2004).

Tipos de HPV séo identificados por niumeros na sequéncia histérica de sua
descrigcéo, por exemplo HPV-1, HPV-2, e demonstram diversidade da sequéncia de
nucleotideos do gene L1 superior a 10%. Diferencas entre 2% e 10% de homologia
entre sequéncias do gene L1 definem um subtipo e diferencas menores que 2% uma
variante (De Villiers et al., 2004).

Doze tipos de alfa-papilomavirus foram classificados, por um estudo
epidemioldgico, como Human papillomavirus de alto risco (HR-HPV), devido a sua
associacdo com carcinogénese cervical. Os HR-HPV sao representados pelos tipos:
HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-52, HPV-58,
HPV-59, HPV-68 e HPV-67. O mesmo estudo identificou ainda dez tipos de alfa-
papilomavirus (HPV-6, HPV-11, HPV-40, HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV-54, HPV-
61, HPV-72 e HPV-81) como Human papillomavirus de baixo risco (LR-HPV)
relacionados ao desenvolvimento de cancer cervical (Munoz et al., 2003).

Os tipos de HPV de baixo risco mais comuns sao HPV-6 e HPV-11. Os tipos
de HPV de alto risco mais comuns sdo HPV-16, HPV-18, HPV-31 e HPV-45,
encontrados em 80% dos casos de céancer cervical. O HPV-16 é o tipo mais
prevalente e sozinho acomete cerca de 50% dos casos mundiais de carcinoma
cervical invasor. O HPV-18 é o tipo mais prevalente nos casos de adenocarcinoma
cervical (Bernard, 2005).

2.3 — Human papilomavirus - HPV

2.3.1 — Estrutura e organizagao do genoma

Todos os tipos de HPV contém um genoma formado por DNA circular de fita
dupla com aproximadamente 8000 pares de bases que pode ser dividido em trés
regides: duas janelas de leitura, precoce e tardia, que codificam para proteinas
precoces E1 a E7 e tardias L1 e L2, e uma regido controladora longa (LCR), nao

codificadora (FIGURA 3). Essas trés regibes em todos os tipos de HPV sao
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separadas por dois sitios de poliadenilacdo (pA): pA inicial ou precoce (Ae) e pA
tardio (AL) (Munoz et al., 2006).

L2

L1

FIGURA 3 - Modelo da organizacdo do genoma do HPV16. Os numeros
dentro do circulo indicam as posi¢cdes dos nucleotideos. As regides
abertas para leitura precoces (E) e tardias (L) s&o representadas
externamente.

Fonte: Munoz et al., 2006.

A regiao precoce do HPV ocupa 50% do genoma viral na extremidade 5 e
apresenta seis regides abertas para leitura para transcricdo e traducdo de seis
proteinas individuais: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (Zheng e Baker, 2006).

A regido tardia do HPV ocupa 40% do genoma viral e apresenta duas regides
abertas para leitura para transcricdo e traducdo das proteinas do capsideo maior
(L1) e menor (L2) (Zheng e Baker, 2006; Graham, 2010).

A regido LCR, um segmento de 850 pares de bases (cerca de 10% do
genoma do HPV), ndo tem funcéo codificadora de proteina, mas sustenta a origem
de replicagédo assim como local para ligacdo de multiplos fatores de transcricdo que
sdo importantes na regulacdo da transcricao iniciada pela RNA polimerase Il dos
promotores virais precoces e tardios. O promotor precoce (Pe) ou promotor E6 (p97
no HPV-16, p99 no HPV-31) é muito potente e fortemente controlado. O promotor

tardio (PL) é ativado somente no ceratindécito diferenciado (Zheng e Baker, 2006).
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A transcricdo do genoma dos HPVs é complexa devido a presenca de
multiplos promotores, varios padroes de processamentos do mRNA e produc¢des de
diferentes espécies de mMRNA em diferentes células. A maioria dos transcritos do
HPV inicia-se no promotor E6. O promotor E6 contém quatro elementos cis
responsivos conservados (um local de ligacao para o fator celular Spl, dois locais de
ligacdo para E2 e um local para ligacao do fator de transcrigdo TFIID (Bernard, 2002;
Zheng e Baker, 2006; Graham, 2010).

A ocupacao alternada desses elementos responsivos no promotor E6, pelos
seus respectivos ligantes, permite multiplos niveis de atividade do promotor. Nas
células epiteliais basais ndo diferenciadas, o sitio Spl € ocupado pelo fator celular
Sp3 relacionado ao Spl, que falha na ativacdo do promotor E6. Nas células
epiteliais diferenciadas o promotor E6 é ativado por Spl juntamente com TFIID. Os
transcritos que resultam deste evento codificam para o gene E2 e a proteina E2
traduzida pode ligar-se ao LCR, nos sitios de ligacdo E2, deslocando Spl e
reduzindo a acdo do promotor E6. Em altas concentracbes, E2 pode também
deslocar TFIID e reprimir mais eficientemente o promotor E6 (Bernard, 2002).

O promotor E6 do HPV tem somente uma moderada atividade e necessita de
estimulacdo por amplificadores exclusivamente epiteliais para mais forte atividade.
Recentemente, amplificadores epiteliais do promotor E6 do HPV tém sido bem
determinados e incluem, principalmente, proteinas AP-1. As proteinas AP-1
constituem um grupo de fatores de transcricdo composto por proteinas das familias
Fos (c-Fos) e Jun (c-Jun), que apos a dimerizacdo ligam-se as regiées promotoras e
amplificadoras (Bernard, 2002; Milde-Langosch e Riethdorf, 2003; Graham, 2010).

2.3.2 — Ciclo biologico

A infeccdo por HPV requer o acesso da particula infecciosa as células da
camada basal epitelial, através de perda da integridade epitelial. Apos a infecgéo e o
desnudamento, o genoma viral € mantido na forma epissomal no ndcleo das células
basais, com um baixo numero de copias, pela acdo da proteina E2 (Doorbar, 2005;
Chow et al., 2010; Bodily e Laimins, 2011).

No epitélio ndo infectado, as células basais deixam o ciclo celular apos

migracdo para a camada de células suprabasais e iniciam um processo de
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diferenciacdo terminal. Durante a infec¢do por HPV, as proteinas precoces virais E6
e E7 expressas nas células basais mantém a progressao do ciclo celular e retardam
a diferenciacdo terminal normal. A presenca de E6 e E7 promove a caracteristica
retencdo do nucleo celular em todas as camadas do epitélio infectado (Doorbar,
2005; Chow et al., 2010; Bodily e Laimins, 2011).

A replicacdo do genoma viral inicia-se nas camadas epiteliais proliferativas
basal e suprabasal, progride no estrato espinhoso e requer a expressdo das
proteinas precoces virais E4 e E5 e das proteinas tardias virais L1 e L2,
responsaveis pela montagem do capsbmero e sintese da particula viral, nas
camadas superiores do epitélio escamoso (Doorbar, 2005) (FIGURA 4).
Posteriormente, as células epiteliais repletas de particulas virais no citoplasma séo

descamadas para a superficie.

Liberacéo do
virus
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FIGURA 4 - Organizacdo do ciclo biolégico do HPV durante infeccéo

produtiva. A - Representagdo da mucosa escamosa com solugdo de
continuidade epitelial da superficie até a camada de células basais (lilas).
Durante infeccdo produtiva por HPV, as células mais superficiais do epitélio
acumulam particulas virais no citoplasma (verde). B - Expressdo génica do
HPV-16. Apés a infeccado, ha a ativacdo do promotor p97 que promove
expressao das oncoproteinas E6 e E7 (seta vermelha). Ha também sintese das
proteinas E2, que modula a expressdo de E6 e E7. Nas camadas mais
diferenciadas do epitélio, ha a ativagdo do promotor p670, que induz a sintese
das proteinas de replicacdo, montagem e empacotamento do virus (setas
verde e laranja). As particulas virais acumulam-se no citoplasma das células
(seta azul). As células epiteliais repletas de particulas virais no citoplasma séo
descamadas para a superficie.
Fonte: Doorbar, 2005. (Houve alteracao na ilustracdo, para fins didaticos).
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2.3.3 — Proteinas reguladoras virais E1 e E2

As proteinas E1 e E2 formam um complexo que se liga a sequéncia
nucleotideos na origem de replicacéo viral e agem recrutando polimerases celulares
e proteinas acessorias para mediar a replicacéo viral.

A proteina E1 tem 68 kDa, aproximadamente, e é expressa em baixos niveis
nas células infectadas pelo HPV. E1 age na origem de reconhecimento e exibe tanto
atividade de ATPase quanto de helicase, separando as fitas do DNA viral. Ela
reconhece sequéncias ricas AT na origem de replicagdo do HPV, que estao
localizadas préximas ao local de inicio da transcri¢cdo precoce. E1 forma hexameros
gue tém alta afinidade pelo DNA. E1 também se liga a DNA polimerase a e ajuda a
recrutar complexos de replicacdo celulares para a origem de replicacdo viral. E1
interage com ciclinas A e E, e estas podem agir regulando a atividade de E1 (Wilson
et al., 2002).

A proteina E2 é multifuncional, participando da replicacdo do DNA viral,
expressao génica e segregacdo do genoma. Na forma de dimero, funciona como
ativador ou repressor da transcri¢ao viral, dependendo da sua concentragao nuclear.
A proteina E2 tem 50 kDa, aproximadamente, e possui dois dominios funcionais
ligados por uma regidao altamente flexivel (Blachon et al., 2005; Clower et al., 2006;
Gammoh et al., 2006; Hooley et al., 2006; Narahari et al., 2006; Oliveira et al., 2006;
You, 2010).

Um dos dominios liga-se, especificamente, ao motivo ACCNeGGT, uma
sequéncia palindromica denominada local de ligacdo de E2 (E2BS). Existem quatro
E2BS presentes na LCR, e trés destes encontram-se ao lado de sequéncias de E1
na origem de replicacdo (Antson et al., 2000; Hegde, 2002; Cicero et al., 2006;
Oliveira et al., 2006; You, 2010).

A interagdo da proteina E2 com o cromossomo mitdtico é mediada pela
proteina Brd4, um membro da familia BET de proteinas que contém um ou mais
bromodominios ligados as histonas acetiladas e, em certos membros da familia, tais
como Brd4, associados a cromatina durante a mitose. Cinco genes, denominados
brdl a brd5, codificam os membros da familia BET em células de mamiferos
(Mcbride et al., 2004). O gene brd4 codifica uma fosfoproteina nuclear de 200-kDa,

Brd4, que é expressa em muitos tecidos, cuja sintese € induzida em resposta a
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estimulos para o crescimento. Brd4 regula o crescimento celular por mdltiplos
mecanismos, agindo em diferentes estagios do ciclo celular (Mcbride et al., 2004).

Brd4 desempenha papel central tanto no controle da progressdo do ciclo
celular, quanto na regulacéo da proliferacéo celular. O dominio celular C-terminal de
Brd4 interage com a proteina E2. Esta interacdo com Brd4 é crucial tanto para as
atividades de transativacao, quanto para a funcao repressora de E2. Esta proteina
viral, associada ao dominio C-terminal da proteina celular, inibe a ligacdo de outros
importantes fatores celulares, na mesma regido, levando ao funcionamento anormal
de Brd4. Assim E2, ao formar um complexo com Brd4, pode inibir a associagéo de
importantes fatores, como P-TEFb, e proteinas celulares, como SPA-1, reduzindo
suas funcgdes intracelulares (Farina et al., 2004; Yan et al., 2010; You, 2010). Este
complexo E2-Brd4 é fundamental para o desenvolvimento das duas mais
importantes fun¢des de E2: manter o genoma viral associado a cromatina e controlar
a ativacdo e repressdo dos genes das oncoproteinas E6 e E7 (Smith et al., 2010;
Yan et al., 2010; You, 2010).

2.3.4 — Proteinas virais E4, L1 e L2

A proteina E4 é expressa nas camadas diferenciadas do epitélio e tem sido
co-localizada com a proteina L1. A proteina E4 se associa com ceratinas do
citoesqueleto das células epiteliais e induz o colapso da rede de ceratinas. Isto
sugere papel de E4 na facilitagdo da saida do virus da célula. E4 também pode
desempenhar papel na regulacdo da expressdo génica, porque interage com RNA
helicase envolvida na processamento, transporte e inicio da traducdo de mRNA
(Florin et al., 2002).

As proteinas estruturais do HPV séo expressas nas camadas superiores do
epitélio. L1 e L2 sdo semelhantes estruturalmente. L2 é a proteina menor do
capsideo produzida em células que expressam E4. L1 é a proteina principal do
capsideo, expressa nas células apés L2 (Florin et al., 2002).

O capsideo viral contém 360 cépias de L1 e, provavelmente, 12 copias de L2,

organizadas em uma estrutura icosaédrica com 72 capsomeros (Florin et al., 2002).
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2.3.5 - Oncoproteinas virais E5, E7 e E6

As atividades oncogénicas das proteinas virais E5, E6 e E7 em cultura de
tecido e em modelos animais tém sido documentadas extensivamente. A expressao
dessas oncoproteinas em ceratinécitos humanos facilita sua imortalizacdo e esta
relacionada a progresséo da leséo cervical positiva para os HR-HPV.

A oncoproteina E5 do HPV é fortemente hidrofébica e se associa as
membranas do complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e carioteca nas células
do hospedeiro. E5 é composta por trés hélices e regides do N e C terminais curtas
que se estendem por entre a bicamada lipidica. O mMRNA e a proteina E5 sao
abundantes no terco basal das lesdes cervicais de baixo grau (Alonso e Reed, 2002;
Tsai e Chen, 2003). Esta proteina esta relacionada ao inicio da infeccéo,
estimulando o crescimento celular através de interacdes feitas com os receptores do
fator de crescimento epitelial (EGFR), do fator-f de crescimento derivado de
plaqueta (PGDFR) e do fator estimulante de formac&o de colénia. Atraves da ligacao
a esses receptores, E5 pode ativar proteinas ativadas por mitdgenos (MAP)
qguinases por duas vias diferentes: via proteina cinase C (PKC) dependente e via
mediada por receptor tirosina cinase (PKC independente) (Crusius et al., 2000;
Genther et al., 2003).

A oncoproteina E7 do HPV é encontrada, predominantemente, no nucleo
celular e tem, aproximadamente, 100 aminoacidos. A acdo central da E7 é sua
habilidade de se ligar as proteinas da familia da pRB no sitio de ligacdo de fatores
de transcricdo, como os membros da familia E2F, permitindo que estes estimulem a
proliferacdo celular, apés formacdo do complexo E7-pRB. E7 também pode se
associar com outras proteinas envolvidas na proliferacdo celular, incluindo histonas
desacetilases, componentes do complexo de transcricdo AP-1 e inibidores de Cdk
p21 e p27 (Collins et al., 2005; Gammoh et al., 2006; Liu et al., 2006; Graham, 2010;
Bodily e Laimins, 2011).

A oncoproteina E6 do HPV complementa o papel indutor de proliferacdo
celular da oncoproteina E7, evitando a inducdo de apoptose em resposta a
proliferacéo celular mediada por E7 (Chakrabarti e Krishna, 2003). E6 se associa a
proteina p53, inativando suas funcdes de supressao do crescimento e inducao da

apoptose. E6 também se associa com outras proteinas pré-apoptéticas, incluindo
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proteinas Bak e Bax (Mcmurray e Mccance, 2004; Nomine et al., 2006; Graham,
2010; Bodily e Laimins, 2011).

A oncoproteina E6 também pode estimular a proliferacdo celular
independentemente da oncoproteina E7, através de seu dominio ligante C-terminal
PDZ (Lee e Laimins, 2004; Lee et al., 2007).

Outra importante funcdo da oncoproteina E6 dos HR-HPV na carcinogénese
cervical € a inducdo da degradacdo da proteina 1 alvo de E6 (E6TP) via E6AP
ubiquitina ligase. A E6TP1 apresenta um dominio catalitico de proteinas ativadoras
da ligacdo do nucleotideo guanina (GTPase) similar ao dominio catalitico da
proteina RAP1GAP. A proteina E6 do HPV, promovendo a degradacdo do E6TP1,
eleva os niveis de RAP1 GTP, indicando que a oncoproteina E6 do HPV ativa RAP1
durante a transformacéo celular (Chakrabarti e Krishna, 2003; Lee et al., 2007).

2.4 — Historia natural da infeccéo genital pelo HPV e neoplasia cervical

2.4.1 — Anatomia funcional do colo uterino

O colo uterino ou cérvice € a porcéo inferior do Gtero, que conecta o Utero a
vagina através do canal endocervical (FIGURA 5A). A superficie mucosa externa do
colo uterino, a partir do orificio externo e voltada para a vagina, é conhecida como
ectocérvice (FIGURA 5B) e a superficie mucosa interna, relacionada ao canal
endocervical, corresponde a endocérvice (Rosai, 2011).

A maior parte da ectocérvice é recoberta por epitélio escamoso nao
ceratinizado, que é composto por trés camadas: células basais, estrato espinho e
superficial. A parte mais inferior do estrato espinhoso, denominada suprabasal, e a
camada basal abrigam as células tronco da mucosa escamosa cervical (Rosali,
2011).

A mucosa glandular da endocérvice é formada por camada de células
colunares secretoras de muco. Abaixo destas células, ha uma camada de células de
reserva, continua com a camada basal da ectocérvice (Rosai, 2011). O local de
encontro entre os epitélios escamoso e colunar € denominado jungdo escamo-
colunar (FIGURA 5C).
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FIGURA 5 — Anatomia e histologia funcionais do Utero A - Utero, vagina e anexos uterinos.
A seta indica o colo uterino. B - Imagem de ectocérvice. Observam-se a zona de
transformacédo periorificial e a eversdo da endocérvice. C - Microfotografia da juncéo
escamo-colunar. Observam-se o0s epitélios colunar e escamoso sem atipias
morfolégicas (HE, aumento 100X).

Fonte: Rosai, 2011. (Houve alteracéo na ilustracéo, para fins didéaticos).

A localizacdo da juncdo escamo-colunar do colo uterino é variavel e sofre
influéncia sobretudo da idade, fatores hormonais e periodo do ciclo menstrual. Em
recém-nascidas, a juncdo estd localizada no nivel do orificio externo do canal
endocervical. No periodo da menarca, a jungcdo escamo-colunar move-se para fora
do orificio externo do canal endocervical, constituindo o ectrépio. Nas areas de
epitélio evertido, surge a metaplasia escamosa, a substituicdo do epitélio colunar

mucossecretor por epitélio escamoso estratificado (Rosai, 2011).

2.4.2 — Epidemiologia da infeccdo genital pelo HPV e neoplasia cervical

Infeccdo genital pelo HPV é a mais comum infeccdo sexualmente
transmissivel entre jovens nos paises em desenvolvimento. Cerca de 30 milhdes de
novos casos de HPV genital sdo diagnosticados a cada ano, mundialmente
(Scheurer et al., 2005).

No Brasil, cerca de 50% da populacdo em idade reprodutiva é infectada pelo
HPV genital, e a maioria das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas ao longo
da vida. Infecgbes com os tipos oncogénicos de HPV representam 50-75% de todas
as infeccoes pelo HPV (Baseman e Koutsky, 2005; Carvalho et al., 2005; Scheurer
et al., 2005; Burchell et al., 2006; Trottier e Franco, 2006).
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A prevaléncia do HPV em mulheres assintomaticas encontra-se entre 2-44%.
Ha um pico da prevaléncia de HPV entre mulheres jovens até 25 anos de idade,
seguido de um declinio na prevaléncia entre 45-50 anos de idade e um segundo pico
nos anos peri-menopausa. As razdes associadas ao segundo pico de aumento da
prevaléncia sdo explicadas por reativacéo de infecgéo latente, diminuicdo gradual da
imunidade e aquisicdo de novas infeccbes (Cavalcanti et al., 2000; Burchell et al.,
2006; Dunne e Markowitz, 2006).

Dados brasileiros do sistema de informacéo sobre rastreamento do cancer
cervical (SISCOLO) demonstram diagnésticos citologicos de NIC 1 e NIC 2/3 de
2.262 e 383 casos por 100.000 testes de Papanicolaou, estimando a prevaléncia
maxima de 3% e 2% para NIC 1 e NIC 2/3, respectivamente. Dados do SISCOLO
sobre o diagndstico citologico do cancer cervical revelam 54 casos por 100.000
testes de Papanicolaou realizados (D'ottaviano-Morelli et al., 2004; Estimativa,
2010).

Dados de 2010 do Instituto Nacional do Cancer (INCA) confirmam a
permanéncia do cancer cervical como a segunda neoplasia mais comum entre
mulheres no Brasil, com 18.430 casos novos da doencga invasiva, 0 que representa
18 casos por 100.000 mulheres. Destaque também para a existéncia de grandes
variagfes regionais. Na Regido Norte € o cancer mais frequente, representando
24,3% de todos os casos de cancer no sexo feminino. Na Regido Sudeste continua
o terceiro tumor mais frequente em mulheres, com 7,8% do total de casos novos.
Nas capitais dos Estados da Regido Norte a sua incidéncia estimada é de 39,6
casos por 100.000 mulheres, ou seja, maior que o dobro da média nacional
(Estimativa, 2010).

2.4.3 — Transmissao e fatores de risco para a infec¢cao genital pelo HPV

Estudos entre mulheres inicialmente virgens confirmaram a transmisséo
sexual da infeccdo por HPV pelo contato sexual com parceiro infectado,
presumivelmente decorrente de lesdes microscopicas presentes na mucosa ou pele
dos seus parceiros (Schiffman e Kjaer, 2003; Burchell et al., 2006; Stanley, 2010).

A idade e o0 numero de parceiros sexuais tém sido consistentemente

associados com infeccdo pelo HPV. As maiores médias de infecgcdo genital pelo
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HPV ocorrem entre os 15 e 25 anos e refletem a transmissao da infecgdo no inicio
da atividade sexual. A prevaléncia de HPV aumenta com o numero de parceiros
sexuais ao longo da vida e com 0 numero de parceiros sexuais recentes. Outros
fatores independentes associados ao risco de infeccdo sdo o0 grupo étnico/raca, 0
uso de contraceptivos orais e caracteristicas do comportamento sexual
(Castellsague e Munoz, 2003; Castle e Giuliano, 2003; Scheurer et al., 2005;
Stanley, 2010).

2.4.4 — Resposta imune a infec¢éo genital pelo HPV

A infeccdo pelo HPV e a multiplicacdo viral no epitélio escamoso sao
dependentes da diferenciacdo do ceratindcito. Durante a replicacdo natural, as
proteinas antigénicas do capsideo sdo expressas nas camadas mais superficiais do
epitélio, onde a vigilancia imune ndo pode reconhecé-las. Nao existe citdlise ou
morte citopatica como consequéncia da replicacdo, montagem ou liberacdo da
particula viral. Somam-se a estes, 0os mecanismos de evasdo da resposta imune
inata determinados pela atividade repressora das oncoproteinas E6 e E7, das
sinalizagfes pelo interferon (IFN) e fator nuclear kB (NFkB), além da resisténcia das
células infectadas pelo HPV as células natural Killer (NK). Desta forma, a infeccao
pelo HPV nédo é acompanhada por inflamacéo e ndo ha sinais de alerta ao sistema
imune da presenca dele (Woodworth, 2002; Stanley, 2006; 2010).

A soroconversao com anticorpos contra tipos de HPV pode levar de 6 meses
a 1 ano, desde o inicio da infeccéo. A soroconversao contra proteinas do capsideo é
lenta, mas os niveis de anticorpos se mantém estaveis por 10-15 anos. A producao
de anticorpos é importante porque evita a disseminacdo da infeccao e reinfeccao
(Scheurer et al., 2005).

Entretanto, as evidéncias atuais mostram que a regressdo da infeccdo esta
associada a uma forte resposta imune celular do tipo 1. Esta resposta envolve a
interacédo de células apresentadoras de antigeno (APC), linfécitos T CD4+, linfocitos
T CD8+ e citocinas co-estimuladoras. Exame histologico de lesdes em regresséo
mostram grande infiltrado de linfécitos T CD4+ e CD8+ expressando marcadores de
ativacdo celular e moléculas de adeséo requeridas para o trafego de linfocitos no
endotélio (Stanley, 2001; Stanley, 2006; 2010).
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O HPV tem mecanismos eficientes que evitam uma apresentacdo efetiva de
antigenos pelas APC aos linfocitos através de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). As proteinas E5 e E7 reprimem a atividade da cadeia
pesada das moléculas da classe | do MHC e suprimem a apresentacdo de antigeno
pelas moléculas da classe Il do MHC. As oncoproteinas do HPV podem evitar a
atividade dos IFN-a e IFN-3 e de citocinas, como a interleucina-18, necessérios para
a resposta imune celular (Tindle, 2002; Stanley, 2006; 2010).

2.4.5 — Persisténcia da infec¢cao versus clearence viral

A maioria das infeccbes por papilomavirus sédo transitérias e resolvem-se
espontaneamente. A maioria das infecgbes cervicais por HPV, incluindo os tipos de
alto risco, torna-se indetectavel entre um a dois anos. Presumivelmente, elas sdo
controladas completamente pelo sistema imune mediado por células ou estdo em
um estado de laténcia, caracterizado por uma expressdo restrita das proteinas
precoces virais E1 e E2. Se ha falha imunoldgica no controle do virus, uma infeccéo
persistente, com altos niveis de replicacdo de HPV, é estabelecida (Ferenczy e
Franco, 2002; Schiffman e Kjaer, 2003; Bodily e Laimins, 2011)

A persisténcia da infeccdo pelo HPV, caracterizada por uma infeccao
detectavel de longa duracédo, € incomum quando comparada ao clearence viral. De
um ponto de vista pratico, a persisténcia pode ser definida como a detecgcdo do
mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes por um periodo de tempo. Nao existe
consenso deste tempo de deteccdo, e sim uma tendéncia de se considerar 18
meses, de acordo com o curso natural da infeccdo genital por HR-HPV. O HPV é
altamente infeccioso, com periodo de incubacdo de 3 semanas a 8 meses apos a
infeccdo. O virus estabelece infeccdo produtiva e NIC 1. A eliminacéo do virus é
associada com resposta imune, tanto celular, quanto humoral. Cerca de 80% a 90%
das infec¢fes tém remissao clinica. Entretanto, infeccdo subclinica pode persistir por
tempo indeterminado. Essas infeccbes persistentes podem progredir para NIC 2,
NIC 3 e, posteriormente, cancer cervical invasor, em cerca de 10% a 20% dos
casos. (FIGURA 6) (Tindle, 2002; Schiffman e Kjaer, 2003; Stanley, 2006; 2010).
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Tempo para eliminacdo do HPV:
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FIGURA 6 - Historia natural da infec¢é@o genital por HPV. HPV é altamente infeccioso, com
periodo de incubacdo de 3 semanas a 8 meses apds a infeccdo. Entdo, o virus
estabelece infeccéo produtiva e NIC 1. A eliminagdo do virus é associada com resposta
imune celular. Entretanto, infec¢éo subclinica pode persistir por tempo indeterminado.
Infecgbes persistentes podem progredir para NIC 2, NIC 3 e, posteriormente, cancer
cervical invasor.

Fonte: Stanley, 2010. (Houve alteragdo na ilustracao, para fins didaticos).

2.4.6 — Progressdao da infeccdo para neoplasia intraepitelial cervical

Na auséncia de regressao, as lesbes intraepiteliais podem persistir e podem,
em alguns casos, progredir para cancer cervical invasor. A persisténcia do HPV na
mucosa cervical é crucial para o desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical
e do cancer cervical invasor (Schiffman e Kjaer, 2003; Doorbar, 2005; Moscicki et al.,
2006). As lesBes cervicais de baixo grau (NIC 1) relembram infeccGes produtivas
causadas por HPV, enquanto as lesdes de alto grau (NIC 2 e NIC 3) tém uma fase
proliferativa com ruptura do gene da proteina E2 e integracdo do DNA do virus no
genoma celular (Middleton et al., 2003; Thomison et al., 2008). A integracdo neste
ponto preserva as regides dos genes das oncoproteinas E6 e E7 e elimina a
modulagdo negativa da proteina E2. Assim, 0S eventos mais importantes na
progressao da lesdo produtiva para uma neoplasia de alto grau podem ser resultado
de uma desregulacdo na expressao das proteinas transformantes E6 e E7, que leva
ao aumento da proliferacdo celular nas camadas inferiores do epitélio e de uma

inabilidade para reparar corretamente o DNA celular (Von Knebel Doeberitz, 2002).
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A progressédo de NIC 3 para cancer cervical invasor usualmente ocorre nas lesdes
que contém copias multiplas do genoma viral integrado ao genoma celular, com
consequente expressao elevada de E7, e instabilidade gendmica celular (Zur
Hausen, 2002; Doorbar, 2005).

A determinacgéo de fatores virais que desempenham papel na patogénese da
neoplasia cervical € importante para distinguir mulheres com alto risco de
persisténcia da infeccdo pelo HPV e de progressdo para carcinoma invasor. Dentre
os fatores virais, 0s mais importantes séo o tipo de HPV, a quantificacdo da carga
viral por ferramentas da biologia molecular e a determinacdo da integracdo do DNA
viral no genoma da célula hospedeira (Zur Hausen, 2002; Wang e Hildesheim, 2003;
Scheurer et al., 2005; Brummer et al., 2006; Song et al., 2006).

2.5 — Neoplasia intraepitelial cervical

O conceito de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) foi empregado, em 1973,
para se referir a um espectro de alteracdes citoldgicas e arquiteturais intraepiteliais
gue se iniciariam com a displasia leve e culminariam com o carcinoma invasor
(Crum, 2003). Essa classificacdo tem grande importancia historica e pratica, porque
representa o principal modelo tedrico de identificagdo morfolégica de lesdes
precursoras de cancer cervical (Mount et al., 2003). Esta divisdo determina a
existéncia de trés graus de lesdes precursoras: NIC 1, equivalente a displasia leve e
com distarbios celulares comprometendo o terco inferior do epitélio; NIC 2,
equivalente a displasia moderada e com disturbios celulares comprometendo os dois
tercos inferiores do epitélio; NIC 3, correspondendo a displasia acentuada, severa ou
carcinoma in situ e com disturbios celulares comprometendo toda a espessura do
epitélio (Mount et al., 2003).

No final de 1980, para aproximar a classificagdo morfolégica com a propria
historia natural destas lesfes intraepiteliais cervicais associadas a infec¢do por HPV,
o0 sistema Bethesda de classificacdo das lesbes cervicais pré-invasivas foi
introduzido, dividindo as lesdes cervicais em dois grupos funcionais. A classificacao
Bethesda utiliza o termo genérico lesdo intraepitelial escamosa (LIE) de baixo (NIC
1) ou de alto grau (NIC 2/3). (Crum, 2003; Mount et al., 2003; Schneider, 2003;

Crothers, 2005). As lesGes intraepiteliais escamosas de baixo grau correspondem a
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NIC 1 e as lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau as NIC 2 e NIC 3. Desta
forma, a interpretacdo das lesdes epiteliais precursoras do cancer cervical permite a
correlacdo com a sua patogénese, ou seja, a observacdo das caracteristicas
morfolégicas observadas no epitélio, tanto na camada basal, pela proliferacdo das
células basais, quanto nos estratos superficiais, pela coilocitose, indicam uma
infecgao produtiva por HPV na NIC 1 (FIGURA 7).

e
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FIGURA 7 - Mucosa ectocervical com NIC 1. A e B — caracteristicas histopatoldgica e
citopatolégica da infeccdo produtiva por HPV, representadas por coil6citos nas
camadas superficiais do epitélio e nas células superficiais e intermediarias esfoliadas.
Os coil6citos apresentam cariomegalia, hipercromasia nuclear, irregularidade do
contorno da carioteca e halo claro citoplasméatico perinuclear com reforco periférico.
Presenca também de células inflamatorias. C - atipias das células basais epiteliais
restritas ao terco inferior epitelial e representadas por cariomegalia, cromatina
heterogénea e FIGURA atipica de mitose. Observam-se linfdcitos intraepiteliais. D -
agrupamento de células intermediarias com cariomegalia, cromatina heterogénea,
nucléolos inconspicuos e aumento da relagéo ndcleo/citoplasma (A e C: HE aumento
400X; B e D: Papanicolaou aumento 400X)

Fonte: Rosai, 2011.
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Da mesma forma, as caracteristicas marcantes da displasia, especialmente
as atipias celulares e a desorganizacdo arquitetural do epitélio, sdo observadas na
NIC 2/3. A interpretacdo dessas lesdes epiteliais precursoras de alto grau também
permitem o estabelecimento de correlagdo das caracteristicas morfolégicas
observadas no epitélio, marcadas pela perda da polaridade e da maturagédo
celulares, & auséncia de infecgéo produtiva por HPV na NIC 2/3 (FIGURA 8).

FIGURA 8 - Mucosa ectocervical com NIC 2/3. A - epitélio escamoso com atipias das células
basais comprometendo dois ter¢cos da espessura total e diferenciagdo escamosa
restrita ao terco superficial do epitélio. As células basais atipicas caracterizam-se por
cariomegalia, hipercromasia nuclear, cromatina heterogénea. B - grupamento de
células basais atipicas com grande aumento da relagdo ndcleo/citoplasma,
hipercromasia nuclear e contornos irregulares da carioteca. C - proliferagcdo de células
atipicas comprometendo toda a espessura do epitélio, sem evidéncia de diferenciagao
e maturacdo escamosa. D - predominio de células com maturagdo anormal,
disceratéticas, com hipercromasia nuclear e cromatina grosseira, em meio a exsudato
inflamatério neutrofilico (A e C: HE aumento 400X; B e D: Papanicolaou aumento
400X).

Fonte: Rosai, 2011.
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2.5.1 — Diagnéstico da neoplasia intraepitelial cervical

O diagnéstico da neoplasia intraepitelial cervical € realizado através do
emprego integrado e coordenado dos métodos de citologia cervical, colposcopia,
histopatologia e, mais recentemente, de técnicas de moleculares.

Desde sua descricdo por George Papanicolaou, em 1940, o método
permanece essencialmente o mesmo, baseando-se na interpretacdo morfologica de
esfregacos de células epiteliais da superficie do colo uterino. Dentre os critérios
citolégicos selecionados para analise, incluem-se tamanho nuclear/tamanho celular,
forma do nucleo, intensidade de coloracdo do nucleo, forma da membrana nuclear,
dentre outros (Von Knebel Doeberitz, 2002; Gravitt e Jamshidi, 2005).

O sucesso do teste de Papanicolaou € dependente de varios fatores pré-
analiticos, analiticos e pdés-analiticos, como experiéncia do ginecologista, coleta
adequada das amostras, fixacdo imediata dos esfregacos em &lcool, interpretacédo
padronizada dos achados citopatologicos, seguimento clinico do teste anormal,
tratamento da lesdo precursora confirmada e, fundamentalmente, a frequéncia de
repeticdo do teste (Gravitt e Jamshidi, 2005).

Diante de um teste de Papanicolaou anormal, apresentando como resultado
células atipicas de significado indeterminado (ASCUS) ou leséo intraepitelial
escamosa de baixo ou de alto grau, é indicada uma colposcopia. O exame
colposcopico envolve uma visualizacdo mais rigorosa e magnificada do colo uterino,
associada a aplicacao de solucdo de acido acético 3% a 5%. A observacao de areas
suspeitas ou irregulares na superficie cervical indica uma biopsia (FIGURA 9)
(Gravitt e Jamshidi, 2005).

O exame histopatolégico da bidpsia de uma area suspeita a colposcopia é
considerado padrdo ouro para o diagndstico da neoplasia cervical. A graduacao
histopatologica da bidpsia cervical usa a terminologia NIC. A classificagdo pelo
sistema NIC equivale a categorizacdo das lesfes intraepiteliais escamosas pelo
sistema Bethesda, onde leséo intraepitelial escamosa de baixo grau inclui NIC 1 e
lesé@o intraepitelial escamosa de alto grau inclui NIC 2 e NIC 3 (Gravitt e Jamshidi,
2005).

Correntes algoritmos para o diagndéstico da neoplasia cervical recomendam o
uso de testes diagndsticos para a deteccdo do DNA do HPV em caso de citologia

alterada. Estes testes para verificacdo do DNA do HPV utilizam as metodologias da
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captura hibrida e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A captura hibrida
(Digene Diagnostics, Maryland) é um teste de hibridizacdo molecular com detecc¢ao
dos hibridos DNA/RNA por reacdo enzima-substrato e leitura por
guimioluminescéncia. A captura hibrida € desenhada para detectar um ou mais dos
treze tipos de HPV mais associados com a neoplasia cervical (HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). Testes para verificagdo do DNA do HPV sao
usados para melhor interpretar resultados equivocados no rastreamento, por
exemplo, ASCUS, ou em combinacdo com a colpocitologia como um meétodo mais
sensivel. Os resultados positivos para HPV no teste de DNA também indicam o
exame colposcépico. Durante a colposcopia, as areas do colo uterino suspeitas de
lesdo sdo biopsiadas para exame histopatologico e diagndstico final (Gravitt e
Jamshidi, 2005).

[ Teste Papanicolaou ]
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FIGURA 9 - Algoritmo para diagnostico da neoplasia cervical

Fonte: Gravitt e Jamshidi, 2005. (Houve alteracé@o na ilustracdo, para fins didaticos).
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2.5.2 — Prevencao da neoplasia intraepitelial cervical

2.5.2.1 — Prevencdao primaria da infeccao pelo HPV

O desenvolvimento de vacinas com particulas semelhantes ao virus (VLP)
utilizando a proteina L1 do HPV é o maior avanco potencial na prevencao do cancer
cervical. A tecnologia da recombinacdo genética ou DNA recombinante permitiu o
desenvolvimento de vacinas profilaticas para o HPV altamente imunogénicas.
Diversos estudos de fase 1, 2 e 3 revelaram que a injecao intramuscular das VLP
dos HPV 6, 11, 16 e 18 sdo capazes de estimular resposta humoral muitas vezes
superior a encontrada ap6s a infeccdo natural, e que a protecdo € mediada por
anticorpos presentes nas secreg¢des cervicais ou no soro exsudado por traumas
cervicais microscopicos (Schiffman et al., 2007; Schiffman et al., 2011).

No Brasil, duas vacinas estao disponiveis e aprovadas pela Agéncia Nacional
de Controle de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no Brasil, sendo uma
quadrivalente (Gardasil, Merck®) e outra bivalente (Cervarix, Glaxo-Smith-Kline®)
(Linhares e Villa, 2006). Desde Margo de 2014, as vacinas contra o HPV fazem parte
do calendario de vacinagdo, sendo gratuita no SUS para meninas entre 9 e 13 anos
de idade. As meninas nesta faixa etaria devem receber duas doses da vacina. A
segunda dose deve ser oferecida 6 meses apds a primeira. Os precos das vacinas
bivalente e tetravalente sdo, em média, de R$ 200,00 e R$ 350,00, respectivamente,
em clinicas particulares.

Importantes limitacdes e questdes permanecem sobre o0 uso das vacinas VLP,
como cobertura para a grande variedade viral, duracdo da protecéo, eficacia, idade
da indicacdo e uso em homens. As respostas para estas questdes necessitam de
mais estudos populacionais (Schiffman et al., 2007; Schiffman et al., 2011).

Embora o desenvolvimento e o uso de vacinas VLP anti-HPV demonstrem
tendéncias na reducdo da infeccdo e consequentemente da neoplasia cervical
associada ao HPV, é fundamental também salientar a necessidade simultdnea do
desenvolvimento de testes para o diagnostico precoce da infeccdo persistente por

HPV e para predicao da evolugéo destas infecgoes para neoplasia cervical.
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2.5.2.2 — Rastreamento

As estratégias de prevencado secundaria da neoplasia cervical consistem no
diagnéstico precoce das lesfes assintomaticas do colo uterino. As principais
metodologias para o rastreamento compreendem a colpocitologia oncoldgica ou
teste de Papanicolaou, colposcopia, citologia em meio liquido, exame
histopatolégico e, mais recentemente, os testes de deteccdo do DNA do HPV em
esfregacos citolégicos ou amostras histopatologicas (Pinho et al., 2003; Schiffman et
al., 2007; Thomison et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009; Stanley, 2010; Schiffman et
al., 2011).

Os diagnosticos citopatologico e anatomopatoldgico precisos das lesbes
mediadas por HPV tém importantes implicacdes para orientar o tratamento, seja
indicar tratamento cirdrgico ou observar a evolucdo das lesdes. Entretanto, a
elevada variabilidade intra e interobservador nas interpretacdes e classificagcdes cito
e histopatoldgica limitam o tratamento preciso porgque tanto o exame citoldégico do
esfregaco cervical, o teste de Papanicolaou, quanto o exame histopatolégico da
biépsia do colo uterino, baseiam-se na interpretacdo subjetiva de critérios
morfolégicos. Embora o exame histopatoldgico da bidpsia continue o padrdo ouro
para o diagndstico da NIC, erros no diagnéstico do grau da lesdo ocorrem em cerca
de 33% a 50% dos casos (Stanley, 2010; Schiffman et al., 2011).

No Brasil, o rastreamento populacional é recomendado prioritariamente para
mulheres entre 25 e 60 anos, com periodicidade de um ou trés anos, ap6s um
resultado anormal ou dois exames consecutivos normais, respectivamente. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), para se obter um impacto significativo na
mortalidade por cancer cervical, a cobertura de rastreamento deve atingir 80% ou
mais da populacdo-alvo (Estimativa, 2010).

Registrou-se no Sistema de Informacédo Ambulatorial (SIA), no ano de 2008, a
realizacdo de 11,8 milhdes de exames citopatolégicos do colo uterino, dos quais
mais de 70% foram realizado na populagéo-alvo, representando um aumento de
46% na oferta em relagdo a 1998, ano da primeira campanha do Programa Viva
Mulher. Entretanto, essas estimativas considerou apenas o0 envio dos dados
primarios até o ano de 2008, desconsiderando-se dados do periodo que foram

recebidos posteriormente (Estimativa, 2010).
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O importante estudo americano ALTS (ASCUS / LSIL Triage Study) avaliou
trés algoritmos diferentes para conduta em pacientes com anormalidades
citopatolégicas de baixo grau. Eles incluiam colposcopia com bidpsia imediata,
citologia de repeticdo e teste para deteccdo do DNA de HPV, para verificar,
principalmente, a eficacia da citologia de repeticdo versus testes de DNA do HPV.
Todas as pacientes foram submetidas a colposcopia para biopsia e diagndstico
histopatolégico definitivo. Como resultados mais expressivos, os testes do DNA do
HPV foram positivos em mais de 86% dos casos de NIC 1 e 95% de NIC 2/3, com
valores preditivos positivo e negativo de 20% e 99%, respectivamente, neste Ultimo
grupo. A citologia de repeticao apresentou sensibilidade de 85% e valores preditivos
positivo de 17% e negativo de 96%, permitindo a conclusédo de equivaléncia entre 0s
dois grupos (Schiffman e Kjaer, 2003; Stoler, 2003; Thomison et al., 2008).

O estudo ALTS também avaliou a reprodutibilidade interobservador de
diagnosticos em esfregacgos citolégicos e nas biopsias colposcoépicas. Os dados do
ALTS confirmaram que a variabilidade do diagnostico histologico, padrdo ouro para
definicdo da NIC, foi tdo elevada quanto a variabilidade do diagndstico citoldgico.
Apenas 43% dos esfregacos com diagnostico prévio de ASCUS foram confirmados
pelo grupo revisor. Com relagdo ao exame histopatoldgico, a maioria das
divergéncias ocorreram no diagndstico de NIC 1, com apenas 42% de concordancia
(Thomison et al., 2008; Schiffman et al., 2011).

A andlise dos dados da literatura, incluindo estudos brasileiros, deixa evidente
a enorme variedade nas medidas de acuracia entre os diversos estudos, ampliando
0 significado dos resultados incorretos decorrentes da infecgdo por HPV, sem
necessariamente caracterizarem desregulacdo celular do epitélio infectado. Desta
forma, os principais métodos atualmente disponiveis para o rastreamento do cancer
cervical tém importantes limitagbes para indicar, com precisdo, o significado das
alteracdes decorrentes da progressao da NIC (FIGURA 10), bem como distinguir a
infeccdo viral produtiva, predominante na leséo intraepitelial de baixo grau (NIC 1) e
ndo associada diretamente a transformagdo neoplésica, da infecgdo ndo produtiva,
predominante na leséo intraepitelial de alto grau (NIC 2/3), com integrac&o viral no
genoma celular e diretamente associada a transformagéo neoplasica (Von Knebel
Doeberitz, 2002; Thomison et al., 2008; Schiffman et al., 2011).
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Infeccdo Infecgdo persistente
[ por HPV } [ por HPV NIC1 NIC 2/3 CCE

Positividade do teste DNA HPV

Positividade do teste Papanicolaou

Resultado falso positivo para o diagndstico de NIC

FIGURA 10 - Acuracia dos testes DNA-HPV e Papanicolaou para o diagnéstico da

neoplasia cervical. Etapas da histéria natural da infec¢do por HPV e neoplasia
cervical, representadas por caixas vermelhas, e resultados dos testes de
rastreamento DNA HPV e Papanicolaou, representados por barras laranja e rosa,
respectivamente. Os resultados falso positivo dos testes DNA HPV e Papanicolaou
sao representados por barra marrom. A intensidade da cor representa a quantidade
de resultados positivos. Elevados valores de resultados falso positivo para neoplasia
intraepitelial cervical sédo observados tanto para o teste Papanicolaou quanto para o
teste DNA HPV. O teste ideal apresentaria elevada acuracia para o diagndstico da
neoplasia no curso da infec¢do por HPV.
Fonte: Von Knebel Doeberitz, 2002. (Houve alteracédo na ilustracdo, para fins didaticos).

2.5.3 — Aplicacéo clinica de biomarcadores na neoplasia intraepitelial cervical

No que se refere a aplicacdo clinica de biomarcadores, existem varios
estudos e pesquisas tentando identificar moléculas reguladoras do ciclo e da
proliferacdo celulares Uuteis na determinacdo da progressdo da neoplasia
intraepitelial cervical. Como exemplo, as proteinas pl16, pl4, Ki67, ProEx C, MCM5,
pl05, pl107, RB2/p130, E2F4, p21 e Ciclina A, representam as moléculas mais
estudadas (Santopietro et al., 2006).

A infeccdo persistente por HPV é significativamente associada com a
progressao da lesao intraepitelial de baixo grau para alto grau e carcinoma invasor,
por meio da acdo de suas oncoproteinas E5, E6 e E7, que promovem desregulacao
do ciclo celular e proliferacdo celular anormal (Von Knebel Doeberitz, 2002;
Thomison et al., 2008; Bodily e Laimins, 2011; Schiffman et al., 2011).

O ciclo celular é controlado por uma familia de proteinas cinases,

denominadas cinases dependentes de ciclina (Cdk), que tem como atividade basica
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a fosforilagdo de outras proteinas substrato. As Cdk desempenham sua funcgéo
cinase apenas quando associadas as ciclinas, constituindo os complexos ciclina-
Cdk, cuja atividade € dependente do padrdo ciclico de acumulo e degradacdo da
ciclina (Jordao e Andrade, 2000; Brenna e Syrjanen, 2003).

Durante a fase G1 do ciclo celular, a ciclina D se liga e ativa a Cdk4,
formando o complexo ciclina D-Cdk4 que fosforila proteina pRB e libera o fator E2F,
essencial para a progressao do ciclo atraves da fase G1. A atividade dos complexos
ciclina-Cdk é regulada por proteinas inibidoras e ativadoras. A pl6 compete com a
ciclina D e inibe a capacidade do complexo D-Cdk4 de fosforilar a pRB (Abbas et al.,
2005).

Superexpressdo de pl6 ocorre na neoplasia cervical como resultado da
inativacdo de pRB pela oncoproteina viral E7. O padrdo de expressao de pl6 tem
sido extensivamente investigado e demonstra forte associacdo com displasia
cervical (Hu et al., 2005; Kalof et al., 2005; Murphy et al., 2005; Kalof e Cooper,
2006; Cuschieri e Wentzensen, 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts e Bose, 2009;
Romagosa et al., 2011).

O valor da proteina p16INK4A como biomarcador da infeccdo por HPV e
neoplasia intraepitelial € objeto de estudos que procuram relacionar a expressao de
pl6é em células epiteliais cervicais neoplasicas com infeccdo por HPV e grau da
neoplasia (Kalof e Cooper, 2006).

A integracdo do DNA do HPV no genoma humano resulta em superexpressao
das oncoproteinas E6 e E7. Assim a integracdo do DNA do HPV se correlaciona
fortemente com o nivel de p16 na célula do hospedeiro infectada (Peitsaro et al.,
2002; Cuschieri e Wentzensen, 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts e Bose, 2009;
Romagosa et al., 2011).

Considerando a alta concordancia entre a expressao de pl6 e a progressao
das lesdes intraepiteliais de baixo para alto grau, postula-se que pl16 pode contribuir
para distinguir as lesdes de baixo grau com risco aumentado de progresséo para
lesé@o de alto grau e cancer invasor (Kalof e Cooper, 2006).

Na avaliacdo imuno-histoquimica de amostras de colo uterino utilizando p16,
ha diminuicAo da variabilidade intraobservador no diagnostico das lesbes
intraepiteliais cervicais, principalmente no diagnéstico das lesdes intraepiteliais de
alto grau, caracterizando a imuno-histoquimica para pl6 como acurada no

diagnéstico de NIC 2 e NIC 3 (Thomison et al., 2008). Entretanto, questdes
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fundamentais para a avaliagdo clinica de pl6, como falta de padronizacdo na
preparacdo das amostras para imuno-histoquimica e nos critérios para interpretagéo
dos cortes histopatolégicos, tém reduzido a reprodutibilidade do método e dificultado
a interpretacdo dos dados de diferentes estudos sobre pl6. Por conseguinte, as
evidéncias disponiveis ndo permitem a formulacdo de recomendacgfes definitivas
sobre as aplicacdes da p16 na pratica clinica (Tsoumpou et al., 2009).

Neste cenario de limitacbes da aplicacdo dos primeiros biomarcadores
descritos na pratica clinica, a proteina RAP1, uma pequena GTPase da superfamilia
RAS, desponta como candidata a biomarcador da NIC e alvo antitumoral no cancer

cervical.

2.6 — Proteina RAP1

Existem evidéncias cumulativas indicando o potencial envolvimento da
proteina RAP1 e de suas proteinas regulatérias GEF e GAP nos disturbios de
proliferacdo e diferenciacéo epiteliais e hematopoiéticos. Tem sido demonstrado que
a ativacao constitutiva de RAP1 e sua localizacdo subcelular, em consequéncia da
degradacédo de proteinas reguladoras da familia SPA-1, transformam in vitro células
epiteliais infectadas pelo HPV. Camundongos deficientes da proteina SPA-1
desenvolvem neoplasias hematologicas. Estas evidéncias demonstram que a
regulacdo aberrante de RAP1 pode induzir transformacdo maligna de células
epiteliais (Hattori e Minato, 2003; Mitra et al., 2003; Singh et al., 2003; Kometani et
al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).

2.6.1 — Regulacao da sinalizacdo RAP1

RAP1, membro das pequenas GTPases da superfamilia RAS, foi descoberta
como um produto do gene K-ver que revertia a transformacao induzida por RAS em
fibroblastos. RAP1 tem duas isoformas, RAP1A e RAP1B, com homologia de 95%,
gue sao produtos de dois genes localizados nos cromossomos 1 e 12,

respectivamente (Mitra et al., 2003; Lafuente et al., 2007).
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Dentre as GTPase monomeéricas estruturalmente similares a RAS, a proteina
RAP1 funciona como transdutor bioquimico que regula o crescimento, diferenciacao,
sobrevida e adesdo das células eucariotas, alternando sua conformacao entre uma
forma inativa ligada ao GDP, RAP1-GDP, e uma forma ativa ligada ao GTP, RAP1-
GTP. Esta alternacéo ciclica € mediada por fatores permutadores do nucleotideo
guanina (GEF), os ativadores, e por proteinas ativadoras de GTPase (GAP), as
inativadoras. GEF facilita a liberacdo de nucleotideos ligados a RAP1, enquanto
GAP ampliam a atividade intrinseca GTPase de RAP1 de hidrolisar GTP a GDP (Bos
et al., 2001; Farina et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).

Em contraste a diversidade molecular de GEF, somente duas familias de GAP
especificas para RAP1 compartilham um dominio catalitico relacionado a GAP
(GRD). Elas séo as proteinas RAP GAP e as proteinas da familia SPA-1. A familia
SPA-1 consiste de proteinas relacionadas estruturalmente, incluindo SPA-1, E6TP1
e isoformas semelhantes & SPA-1 (SPA-Ls). A proteina prototipo da familia, SPA-1,
foi isolada como uma proteina induzida por estimulos mitogénicos em células linfo-
hematopoéticas (Hattori e Minato, 2003). SPA-1 esta altamente expressa em células
linféides e sua deficiéncia estd ligada ao desenvolvimento de desordens
mieloproliferativas, associadas ao acumulo anormal de RAP GTP (Kometani et al.,
2004).

2.6.2 — Func®es biologicas de RAP1

Atualmente, a maioria dos estudos esclarece que RAP1 GTPase funciona
independentemente de RAS e inicia eventos de sinalizacdo celular em plaguetas e
neutréfilos. RAP1 é ativada em linfocitos pelo TCR e CD28, em linfécitos B por
ligacdo ao receptor das células B e em fibroblastos pela ligacdo ao EGF e PGDF
(Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).

Embora as vias bioquimicas que sdo reguladas por RAP1 GTPase
permanecam indeterminadas, recentes estudos também tém elucidado o papel
funcional de RAP1 na fisiologia celular. Em células epiteliais, RAP1 regula a
formacado do contato célula-célula através da E-caderina. Nas células HEK293, fator
de crescimento dos hepatdcitos (HGF) ativa RAP1 via cascata de eventos que

envolve o receptor HGF (Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).
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RAP1 estd envolvida na adeséo celular mediada por integrina de células
hematopoéticas e migracdo transendotelial de linfocitos T. RAP1 também esta
envolvida na adesao de células hematopoiéticas induzida por citocinas mediada pela
B1 integrina (FIGURA 11) (Hattori e Minato, 2003; Mitra et al., 2003; Singh et al.,
2003; Kometani et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e Zwartkruis, 2010).

Familia SAP-1
SPA-1 E6TP1

Familia
Epac

Promogdo ou inibigdo Adesdo célula-célula

da proliferagdo celular 2 =
P & Migragdo celular

Diferenciagdo celular Fagocitose

FIGURA 11 - Funcdes bioldgicas e regulagcédo da proteina RAPL. A proteina RAP1
encontra-se na célula ou no estado inativo, RAP1GDP, ou ativo,
RAP1GTP. A ativacdo é mediada pela acdo de fatores permutadores do
nucleotideo guanina como C3G, CalDAG, Epac, PDZ e DOCK-4, e a
inativagdo por proteinas ativadoras de GTPase como E6TP1, SPA-1 e
RAP GAP. No estado ativo, RAP1 participa de importantes funcdes de
diferenciacéo e regulacdo da proliferacéo celulares, por meio dos efetores
moleculares B-Raf e ERK, além das relevantes fungcbes mediadas por
integrina de adesdo e migracdo celulares e fagocitose. Anormalmente
expressa, como resultado a acdo da oncoproteina viral E6, RAP1 esta
envolvida na carcinogénese.

Fonte: Kometani et al., 2004. (Houve alteracao na ilustracao, para fins didaticos).

2.6.3 — RAP1 e carcinogénese
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A proteina RAP1 pode contribuir positivamente para sinalizagdo mitogénica e
exercer um efeito positivo ou negativo no crescimento e diferenciacdo celulares,
dependendo do tipo de célula, e pode ter diferentes funcdes celulares dependendo
de sua localizac&o subcelular. Nas glandulas salivares e plaquetas, RAP1 tem sido
localizada nos granulos secretores, regulando a formacéo do granulo e exocitose.
Proteinas RAP1 também tém sido localizadas na organela de Golgi, membrana
plasmatica e em regifes perinucleares de células inflamatérias (Farina et al., 2004;
Frische e Zwartkruis, 2010).

Mais recentemente, RAP1 tem sido encontrada altamente expressa no nucleo
de células do carcinoma de células escamosas. Nestas ceélulas, RAP1-GTP
transloca-se para o nucleo, enquanto a RAP1-GDP é retida no citoplasma, numa
distribuicdo perinuclear. Estas novas descobertas, sobre a translocagédo de RAP1-
GTP para o nucleo celular, tornam RAP1 a segunda, dentre as mais de 100
pequenas proteinas ligantes de GTP, identificada no nucleo celular e sugerem que
RAP1 ativada no nucleo das células do carcinoma de células escamosas
desempenha papel no processo de transformacdo neoplasica (Mitra et al., 2003;
Farina et al., 2004; Zheng et al., 2009; Frische e Zwartkruis, 2010).

Em outras neoplasias, a atividade de RAP1 pode estar aumentada, devido a
hipoexpressédo dos seus inibidores GAP, como descrito nos carcinomas de mama,
tireoide e péancreas, ou devido a hiperexpressdao dos seus ativadores GEF, como
encontrado nos carcinomas de pulmao, ovario, melanoma e, ultimamente, préstata
(Hirata et al., 2004; Zhang et al., 2006; Nellore et al., 2009; Zheng et al., 2009;
Furstenau et al., 2011).

Assim, torna-se relevante estudar alteracBes nos niveis de expressdo da
proteina RAP1 na neoplasia cervical associada a infeccdo por HPV, especialmente
na NIC 1, que esta associada a infeccéo produtiva pelo HPV, dada a influéncia direta
ou agdo das oncoproteinas virais nas vias de regulacdo da proteina RAP1, com o
propasito de identificagdo de biomarcador diagndstico, prognostico ou terapéutico da
NIC.



3 -METODOLOGIA
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3.1 - Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais—COEP, Brasil (CAAE-0397.0.203.245-09) (Anexo 1).

3.2 — Amostras teciduais

Um total de 319 amostras de biopsias de colo uterino, fixadas por formalina e
armazenadas em parafina, provenientes do Laboratorio de Anatomia Patologica do
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e do
Laboratorio de Anatomia Patolégica e Citopatologia do Instituto Hermes Pardini
(IHP), no periodo entre 2006 e 2010, foram utilizadas neste estudo. Tais amostras
incluiram, inicialmente, 65 amostras de mucosa nao displasica (MND), alterada por
inflamacéo e sem efeito citopatico viral, 102 amostras de mucosa cervical alterada
por lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau com infeccdo pelo HPV,
correspondendo a NIC 1, 85 amostras de mucosa cervical alterada por lesao
intraepitelial escamosa de alto grau, correspondendo a mucosa cervical com NIC 2/3
e, 67 amostras de mucosa cervical com carcinoma de células escamosas invasor
(CCE).

Apés andlise dos critérios de inclusdo e exclusdo (vide topico 3.3 — Critérios
de incluséo e exclusao), foram realizadas, em sequéncia, a deteccdo e genotipagem
do HPV, a imuno-histoquimica, a morfometria e a expresséo génica, de acordo com

o delineamento metodoldgico abaixo (FIGURA 12):
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Selecdo (n=319) I
MND: 65/319 (20,38%)
NIC 1: 102/319(31,97%)

NIC 2/3:85/319(26,65%)
CCE: 67/319(21,00%) J

Critérios de inclus3o:
- Consenso diagnostico
- Disponibilidade de tecido

Deteccao e tipagem do HPV (n = 275)
MND: 62/65 (95,38%)
NIC 1: 81/102 (79,41%)
NIC 2/3:79/85(92,94%)
CCE: 56/67 (83,58%)

Imuno-histoquimica (n = 246)
MND: 33/65 (50,77%)
NIC 1: 84/102 (82,35%)
NIC 2/3:66/85 (77,65%)
CCE: 63/67 (94,03%)

Morfometria (n = 100) Expressdo génica (n = 56)

MND: 18/33 (54,55%) NIC 1: 19/30(63,33%)

NIC 1: 50/84 (59,52%) NIC 2/3:24/30(80,00%)
NIC 2/3:32/66 (48,48%) CCE: 13/30(43,33%)

Analises estatisticas

FIGURA 12 - Delineamento metodolégico do estudo.

O célculo do numero de amostras foi estabelecido considerando-se a
prevaléncia dos diagndsticos citopatolégicos e histopatoldgicos de NIC 1 e NIC 2/3
associada a infec¢ao por HPV no Brasil como 3% e 2%, de acordo com as Diretrizes
brasileiras para o rastreamento do cancer do colo do utero INCA (2011),

respectivamente, com erro padréo de 1%.
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3.3 = Critérios de incluséao e exclusao

Foram selecionados, aleatoriamente, laudos histopatolégicos de bidpsias de
colo uterino, de pecas de cirurgia de alta frequéncia e de histerectomia dos
laboratérios de Anatomia Patolégica do HC-UFMG e do IHP com os diagndsticos
abaixo:

a) Diagnostico de cervicite cronica inespecifica (mucosa cervical com

inflamacé&o crénica, sem evidéncia de efeito citopatico viral).

b) Diagndstico de neoplasia intraepitelial cervical (mucosa escamosa cervical

com lesao intraepitelial de baixo ou de alto grau).

c) Diagnéstico de carcinoma de células escamosas invasor do colo uterino

(mucosa cervical com neoplasia epitelial escamosa invasora).

Apés a selecdo dos casos, as laminas histolégicas e os blocos de parafina
correspondentes foram desarquivados e avaliados. Foram excluidos do estudo os
casos com representatividade tecidual insuficiente, com estado desfavoravel de

fixacdo e com fragmentacéo acentuada da amostra.

3.4 — Reviséo e classificagcdo das amostras

As amostras de bidpsias selecionadas aleatoriamente, conforme numero
previamente estabelecido no célculo amostral, foram revisadas e reclassificadas,
segundo as especificacdes abaixo, para maior uniformidade dos critérios:

a) Mucosa nédo displasica (MND): mucosa escamosa sem sinais de efeito

citopatico patognoménicos da infec¢ao por HPV (atipias coilocitéticas).

b) Mucosa cervical alterada por lesdo intraepitelial: Segundo parametros do

sistema Bethesda de 2001, as lesdes cervicais ndo invasoras sao subdivididas em
dois grupos funcionais:

bl — Neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 (NIC 1): mucosas cervicais

com alteracOes caracteristicas da infeccao pelo HPV.
b2 - Neoplasia intraepitelial cervical de graus 2 e 3 (NIC 2/3): mucosas

cervicais com displasia acometendo os dois tercos inferiores ou toda a
espessura do epitélio escamoso, respectivamente, associadas ou ndo a

alteracgOes caracteristicas da infeccéo pelo HPV.
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c) Mucosa cervical alterada por carcinoma de células escamosas invasor

(CCE): mucosa escamosa com maturacdo e polaridade epiteliais alteradas e com
sinais de invasdo do estroma conjuntivo por células escamosas atipicas isoladas ou
em agrupamentos, sendo a atipia celular caracterizada, principalmente, pelo

pleomorfismo nuclear.

3.5 — Imuno-histoquimica

3.5.1 — Reacdo de imuno-histoquimica

Laminas com cortes parafinados de 5um de amostras de mucosa escamosa
cervical foram desparafinadas em xilol e reidratadas em &lcool. A recuperacdo da
antigenicidade foi feita pelo aquecimento a 90°C no vapor por 20 minutos em
solucdo tampé&o 10mM Tris EDTA (pH 9,0) e em solucdo tampéo de citrato de sodio
(pH 6,0) (Shi et al., 2007; Shi et al., 2011).

A coloracdo para imuno-histoquimica foi feita com os anticorpos primarios
policlonais de coelho anti-RAP1 A+B humana (ab401814, Abcam) e anti-RAP1 GAP
humana (ab32373, Abcam) e com anticorpos primarios monoclonais de camundongo
anti-p16INK4A humana (551154, BD Bioscienses Pharmigen) e anti-Ki67 humana
(550609, BD Bioscienses Pharmigen). Foram realizados testes englobando as
diluicdes recomendadas pelos fabricantes, com os dois sistemas de deteccédo LSAB-
HRP (Dako) e Novolink (Novocastra), para definicho da melhor diluicdo dos
anticorpos. Posteriormente, foram definidas as diluicbes 1:25 e 1:40 para anti-RAP1
A+B humana (ab401814, Abcam) e anti-p16INK4A humana (551154, BD
Bioscienses Pharmigen), respectivamente, para uso com o sistema LSAB-HRP
(Dako) e as diluicbes 1:120, 1:110, 1:200 e 1:75 para A+B humana (ab401814,
Abcam), anti-p16INK4A humana (551154, BD Bioscienses Pharmigen), anti-RAP1
GAP humana (ab32373, Abcam) e anti-Ki67 humana (550609, BD Bioscienses
Pharmigen), respectivamente, para uso com o sistema Novolink (Novocastra). A
peroxidase endogena foi bloqueada pela solucdo bloqueadora. Foram adicionados
50uL do anticorpo primario, na diluicdo informada, por 50 minutos. Os cortes foram

incubados com o sistema estreptavidina-biotina-peroxidase LSAB-HRP (Dako) e
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sistema universal de detec¢do por polimeros Novolink (Novocastra), de acordo com
as especificacbes do fabricante, e, posteriormente, com 200uL de solucéo
reveladora contendo diamino-benzidina (DAB) (Dako) por 30 minutos. Os cortes
foram imersos em Hematoxilina de Harris, para contra coloracdo, e avaliados por

microscopia optica.

3.5.2 — Parametros de classificacéo

3.5.2.1 — Avaliacéao 6ptica

A reatividade das amostras foi primeiramente classificada (Primeira
classificacdo) de acordo com as respectivas categorias de expressao imuno-
histoquimica de pl16: percentual das células reativas, distribuicdo das células
reativas na espessura do epitélio e a intensidade da reacdo, em 10 campos de
grande aumento (40X) do microscépio 6ptico convencional. O percentual de células
reativas foi estratificado em: Nivel 0: ausente; Nivel 1 ou esporadico:
imunorreatividade em menos de 5% das células; Nivel 2 ou focal: imunorreatividade
observada entre 5 e 25% das células e Nivel 3 ou difuso: imunorreatividade em mais
de 25% das células. A categoria distribuicdo foi estratificada em: Nivel 0: ausente;
Nivel 1 ou terco basal: imunorreatividade celular presente no terco basal da
espessura do epitélio; Nivel 2 ou dois ter¢os: imunorreatividade celular presente em
dois tercos da espessura do epitélio e Nivel 3 ou toda a espessura do epitélio:
guando células imunorreativas ocupam todo o epitélio. A categoria intensidade da
reacao foi graduada como: Nivel 0: ausente; Nivel 1 ou fraco: equivalente a 1+; Nivel
2 ou meédio: equivalente a 2+; Nivel 3 ou forte: imunorreatividade forte, equivalente a
3+ (FIGURA 13) (Klaes et al., 2001).



FIGURA 13
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Parametros imuno-histoquimicos da primeira classificacdo da
expressdo de pl6 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Negativo:
auséncia de reatividade. B) Células esporadicas no terco basal do epitélio,
fracamente reativas. C) Células focais no terco basal do epitélio,
intermediariamente reativas. D) Células difusas em dois tercos do epitélio,
fracamente reativas. E) Células difusas em dois tercos do epitélio,
intermediariamente reativas. F) Células difusas em toda a espessura do epitélio,
fortemente reativas (A-F: Aumento 200X).
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Posteriormente, numa segunda classificacdo imuno-histoquimica, as
amostras com diagnoéstico de MND, NIC 1 e NIC 2/3 foram classificadas de acordo
com 0s seguintes critérios de expressao de pl16: Nivel 0: ausente; Nivel 1: fraca e
meédia reatividade em células distribuidas esporadica e focalmente no ter¢co basal do
epitélio; Nivel 2: média e forte reatividade em células distribuidas focal e
difusamente no terco basal da espessura epitelial; e Nivel 3: média e forte
reatividade em células distribuidas difusamente em dois ter¢cos ou toda a espessura
epitelial (Galgano et al., 2010) (FIGURA 14).

FIGURA 14 - Parametros imuno-histoquimicos da segunda classificacdo da

expressdo de pl6 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Negativo:
auséncia de reatividade. B) Nivel 1: fraca e média reatividade em células
distribuidas esporadica e focalmente no terco basal do epitélio. C) Nivel 2: média
e forte reatividade em células distribuidas focal e difusamente no terco basal da
espessura epitelial. D) Nivel 3: média e forte reatividade em células distribuidas
difusamente em dois tergos ou toda a espessura epitelial (A-D: Aumento 200X).
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Para o biomarcador Ki67, a segunda classificagdo imuno-histoquimica adotou
0s seguintes critérios nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3: Nivel 0: ausente; Nivel 1:
Reatividade em células dispersas do terco inferior do epitélio; Nivel 2: Reatividade

difusa no terco inferior do epitélio; Nivel 3: Reatividade difusa em dois tercos ou toda

a espessura do epitélio (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Parametros |muno hlstoqwmlcos da segunda cIaSS|f|cac;ao da
expressao de Ki67 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. A) Nivel 0; B)
Nivel 1; C) Nivel 2; e D) Nivel 3. (A-D: Aumento 200X).

Separadamente, as amostras com diagnostico de CCE, foram classificadas
de acordo com o0s seguintes critérios da expressado imuno-histoquimica de p16: Nivel
0: ausente; Nivel 1: células coradas isoladamente; Nivel 2: coloracdo presente em
algumas ou mesmo maioria, mas ndo em todas as células; e Nivel 3: positividade em
todas as células neoplasicas (Cubilla et al., 2011) (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - Parametros imuno-histoquimicos da expressdo de pl6 para o grupo

CCE. A - Negativo: auséncia de reatividade em todas as células. B — Nivel 1:
células coradas isoladamente. C — Nivel 2: coloracdo presente em algumas ou
mesmo maioria, mas ndo em todas as células. D — Nivel 3: positividade em todas as
células neopléasicas (A-D: aumento 200X).

Fonte: Cubilla et al., 2011.

Para finalidade das medidas de acuracia de testes diagndsticos, os critérios
estabelecidos para analise de resultados de imuno-histoquimica para pl6 foram
empregados como padrdo-ouro para avaliacdo comparativa com a expressao das
proteinas RAP1, RAP1GAP e Ki67.

Também para finalidade das andlises estatisticas comparativas entre grupos
e de regressao logistica, os niveis de reatividade imuno-histoquimica O (zero) e 1
foram considerados como correspondentes a expressao basal dos biomarcadores
RAP1, RAP1GAP, pl16 e Ki67 e os niveis de reatividade imuno-histoquimica 2 e 3
foram assumidos como hiperexpressdo celular ou tecidual desses mesmos

biomarcadores.
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3.5.2.2 — Morfometria

Apés analise Optica, as laminas foram fotografadas, em sequéncia, no
microscopico AXIO da ZEISS e as imagens analisadas, comparativamente, pelo
software AxioVision, para caracterizacao e classificagdo morfométricas da expressao
proteica de RAP1 e pl16 pelo indice de intensidade relativa (RI) (Furstenau et al.,
2011). O indice de intensidade relativa (RI) de coloracdo da expressao proteica foi
construido adaptando-se os critérios de FURSTENAU (2010). Primeiramente, foram
capturadas imagens policrométicas das amostras selecionadas com 0s mesmos
ajustes fixos de contraste, balanco das cores e luminosidade. Em seguida, as
imagens foram processadas pelo software AxioVision. Foram selecionadas dez
areas de 1 mm? nas regides de interesse do epitélio e do estroma e calculada a RI
pela divisdo da média aritmética da intensidade de pixels (lestroma) dO €stroma pela
média aritmética da intensidade de pixels do epitélio (lepiciic), conforme a razéo: Rl =

|estroma/ Iepitélio-

3.6 — Reacéo em cadeia da polimerase

3.6.1 — Desparafinacao e extracdo de DNA

Cinco cortes de 10um de cada amostra foram colocados em tubos de 1,5 mL
e submetidos a Desparafinacédo e a extracado do DNA com o kit QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit (Qiagen) de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.6.2 — Verificacdo da presenca de inibidores

A fixacdo de tecidos com formaldeido tem como consequéncia a
fragmentacao dos acidos nucléicos e o acumulo de substancias inibidoras da PCR.
Assim sendo, para verificacao da integridade do DNA e da presenca de inibidores da
PCR nas preparacdes de DNA extraido, as amostras foram testadas pela PCR
utilizando-se os iniciadores PC03 (5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3") e PC04 (5'-
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CAACTTCATCCACGTTCACC-3’), que resulta na amplificagcdo de um fragmento de
110 pb do gene de B-globina humano (Zehbe e Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000;
Haws et al., 2004).

Para amplificacéao do fragmento de 110 pb do gene B-globina humano foram
utilizados 2uL de DNA extraido de amostra parafinada; 2uL de tamp&o STR10X
Promega (500mM KCI, 100mM Tris-HCI, 15mM MgCI2, 1% Triton X-100 e 2mM
dNTP) ; 0,3uL de Gold Taq polimerase Promega (5U/uL); 1uL do iniciador senso
(10uM); 1uL de iniciador anti-senso (10uM) e H,O até o volume final de 20uL.

A amplificacdo ocorreu da seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C por 4
minutos, seguida de 40 ciclos, como se segue: 95°C por 1 minuto; pareamento a
53°C por 1 minuto; extensdo a 72°C por 2 minutos; e um passo final de extensao a
72°C por 10 minutos.

Dez uL do produto da PCR foram homogeneizados com 2uL de tampé&o de amostra
10X (azul de bromofenol a 0,25%; xilenocianol a 0,25%; Ficoll 400 a 15% em 5X
TBE) e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% em tampéo TBE 1X
(Tris-Borato-EDTA) a uma voltagem constante de 100V por cerca de 30 a 40
minutos. Posteriormente, o gel foi corado com nitrato de prata como se segue: o gel
foi submerso em 150mL de solucdo fixadora (contendo 750uL de &cido acético,
15mL de etanol e 150mL de agua) e 0,30g de nitrato de prata (0,30g de AgNO3 e
150mL de agua) por no minimo 10 minutos. Logo em seguida foi lavado com agua
destilada e evidenciadas as bandas em solucdo reveladora contendo 4,5g de
hidréxido de sédio (NaOH 0,75M), 450uL de formaldeido 0,1M e agua q.s.p. para

150mL. Todos os géis foram digitalizados em scanner HP.

3.6.3 — Deteccao do DNA viral nas amostras por nested-PCR

Para determinacdo da presenca do genoma do HPV, as preparacoes de DNA
extraidos das biopsias cervicais foram submetidas a nested-PCR.

A nested-PCR foi utilizada com o objetivo de aumentar a sensibilidade e
especificidade na deteccdo do genoma de HPV nas amostras. Neste método, em
uma primeira reacéo foram utilizados os iniciadores degenerados para amplificagao

de fragmentos de 450 pb do gene de L1 de diversos tipos de HPV denominados
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MY11l e MY09. Como controle positivo da reacdo de amplificacdo, foi utilizado o
DNA extraido de células HeLa ou células degeneradas (ambas as linhagens
possuem genoma de HPV integrado ao genoma celular) e, em seguida, uma
segunda reacdo (nested) com os iniciadores genéricos do papilomavirus GP5+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) e GP6+ (5°-GAAAAATAAACTGTAAATCATA
TTC-3’), que amplificam fragmentos de 150 pb internos aos fragmentos de 450 pb
amplificados na primeira reagéo (Zehbe e Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000;
Haws et al., 2004).

Na reacdo preconizada acima, contendo os iniciadores MY11 (5-
GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3') e MY09 (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3),
onde M corresponde as bases A/C e W as bases A/T e R e as bases A/G, foram
utilizados 10uL de DNA extraido das amostras parafinadas; 2uL de tampdo STR
Promega (500mM KCI, 100mM Tris-HCI, 15mM MgCl,, 1% Triton X-100 e 2mM
dNTP); 0,3uL de Gold Taq polimerase Promega (5U/uL); 1uL de cada iniciador
(10uM) e H,O até o volume final de 20uL. A amplificacdo ocorreu da seguinte forma:
desnaturacao inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos como se segue:
95°C por 1 minuto; pareamento a 53°C por 1 minuto; extensédo a 72°C por 1 minuto;
e um passo final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

Na segunda reacgéao feita com os iniciadores GP5+ e GP6+, para amplificacéo
dos fragmentos de 150 pb, foram utilizados 2uL de DNA da primeira reacéo; 2uL de
tampdo STR Promega (500mM KCI, 100mM Tris-HCI, 15mM MgCI2, 1% Triton X-
100 e 2mM dNTP) ; 0,3uL de Gold Taq polimerase Promega (5U/uL); 2uL de cada
iniciador (10uM) e H,O até o volume final de 20uL. A amplificacdo ocorreu da
seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos
como se segue: 95°C por 1 minuto; pareamento a 40°C por 2 minutos; extenséao a
72°C por 90 segundos e um passo final de extensao a 72°C por 10 minutos.

A visualizagdo dos produtos da nested-PCR foi realizada para todas as
amostras e controles negativos e positivos por meio de eletroforese em géis de
poliacrilamida em solu¢cdo de TBE 1%. A corrida eletroforética dos géis foram

realizadas em correntes continuas no equipamento para eletroforese.
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3.6.4 — Genotipagem com iniciadores tipo especificos

Apos a identificacdo das amostras positivas para o DNA de HPV, foi realizada
a genotipagem dos HPV 16, 18, 31, 33, 52 e 58 utilizando-se iniciadores tipo
especificos.

Nas reacgOes para amplificacdo da juncdo dos genes E6/E7 dos HPV16; 18;
31; 52 e 58, um unico iniciador anti-senso (denominado E7 CR3) foi utilizado com os

iniciadores senso especificos para cada tipo de HPV (TABELA 1), como relacionado

a sequir:
TABELA 1
Iniciadores utilizados na nested-PCR para genotipagem do HPV

Iniciador Alvo Nucleotideos HPV Tamanho
E7 CR3 E6/E7 5- TGAGCTGTCGCTTAATTGCTC -3 Variavel Variavel
16SF1  E6/E7 5 TGTATGTCTTGTTGCAGATCATCA-3 16 149
18SF2  E6/E7 5- CCATTCGTGCTGCAACCG - 3’ 18 177
31SF1  E6/E7 5- CTATTAGATGTATGATTTGTCAAACG-3 31 249
52SF2  EG/E7 5- CTATTAGATGTATGATTTGTCAAACG-3 52 300
58SF2  EG/E7 5- ATGTAAAGTGTGCTTACGATTGC-3 52 300

Nas reacbes para genotipagem, foram utilizados os iniciadores 33F (5-
ATGATAGATGATGTAACGCC-3’) e 33 R (5- GCACACTCCATGCGTATCAG-3),
gue amplificam um fragmento de 456 pb da regido de juncéo entre os genes E1 e E2
de HPV33.

Na reacdo contendo os iniciadores de cada HPV foram utilizados, 2uL de
DNA extraido das amostras parafinadas; 2uL de tampao STR Promega (500mM KClI,
100mM Tris-HCI, 15mM MgCl,, 1% Triton X-100 e 2mM dNTP); 0,3uL de Gold Taq
polimerase Promega (5U/uL); 1uL de cada iniciador (10uM) e H,O até o volume final
de 20pL.

3.6.5 — Genotipagem por sequenciamento direto dos fragmentos do gene L1
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Fragmentos de 150 pb do gene L1, amplificados a partir de amostras cervicais
com HPV, foram submetidos a eletroforese preparativa em gel de agarose a 2,0%
corado com GelRed (Biotium). Posteriormente, as bandas de 150 pb foram
recortadas do gel com o auxilio de bisturi para posterior extracdo de DNA pelo Kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Em seguida, os DNAs purificados foram
quantificados visualmente em gel de agarose a 2% corado com GelRed (Biotium),
contendo padrdo de DNA com concentracdo conhecida.

Cerca de 100ng do amplicon de 150 pb purificado foram utilizados em reacao
de sequenciamento com kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) contendo
5pmoles do iniciador GP5+ ou GP6+ e 5uL de Dye Terminator, em reacdo com
volume final de 10pL. As condicbes de reacdo para o sequenciamento, foram as
seguintes: desnaturacgédo inicial a 95°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos como se
segue: 95°C por 10 segundos; pareamento a 40°C por 15 segundos; extensao a
60°C por 60 segundos.

Apbs precipitacdo das reacbes de sequenciamento, para eliminacdo dos
nucleotideos n&o incorporados. A leitura foi feita no sequenciador automético de
DNA Mega Bace 1000TM (GE HealthCare Life Sciences).

Os contigs foram montados através da ferramenta PHPH disponibilizada na
internet para analise da qualidade de eletroferograma e montagem dos contigs

(http://www.biomol.unb.br/phph). As sequéncias nucleotidicas foram analisadas

através dos programas BLAST N (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

3.7 — Transcrigcéao reversa e PCR quantitativa em tempo real

3.7.1 — Desparafinacao e extracdo de RNA

Cinco cortes de 10um de cada amostra foram colocados em microtubos
(Eppendorf) de 1,5mL e submetidos a Desparafinagéo e a extracdo do RNA com o
kit QlAamp RNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) de acordo com todas as instru¢des do
fabricante.

A verificacdo da concentracdo de RNA das amostras foi realizada por meio de
leituras espectrofotométricas em 260nm (Axp) € em 280nm (Azgp) no


http://www.biomol.unb.br/phph
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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espectrofotometro NanoDrop 1000 (NanoDrop) e a determinacdo da qualidade do
RNA foi inferida pela razdo Azeo/Azs0, cOm valores entre 1,8 e 2,0 indicando boa
qualidade do RNA. As amostras de RNA extraidos foram armazenadas a - 70°C até

0 momento do uso.

3.7.2 — Reacao de transcricao reversa

As reacdes de transcricdo reversa, foram realizadas utilizando a quantidade
de 100 ng de RNA total por tubo, como se segue: 4pL de tampao 5x da transcriptase
reversa; 0,5ug de random primer na concentracdo (Invitrogen); 3mM de MgCl,
(Invitrogen); 0,5Mm de dNTPs (Invitrogen); 20U/uL de RNasin; 40U/uL das enzimas
IMPROM Il (Promega) ou SuperScript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) e 4gua
DEPC (Dimetilpirocarbonato), com volume final de 20pL.

A reacao ocorreu em duas etapas:

12 etapa: tubos contendo random primer, dNTPs, agua e RNA, foram colocados no
termociclador a 70°C por 5minutos e, posterior foram resfriados em banho de gelo
por mais 5 minutos.

22 etapa: foi adicionada enzima IMPROM Il ou SuperScript Il Reverse Transcriptase,
RNasin e agua aos tubos da 12 etapa. Em seguida, os tubos foram incubados no

termociclador por 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e 15 minutos a 70°C.

3.7.3 — Selecao e controle de qualidade in silico dos iniciadores

Os pares de iniciadores (senso e anti-senso) para amplificacéo das regides de
interesse foram desenhados a partir da sequéncia de DNA dos genes alvos RAP1,
isoforma A; RAP1, isoforma B; p16™<**: RAP1GAP e C3G, e dos genes constitutivos
B-actina, GAPDH e RLP29, conforme aproximacdo dos critérios: tamanho de 20
pares de bases; temperatura de pareamento de 59°C; conteido de bases guanina
(G) e citosina (C) de 50%; tamanho de amplificado entre 80 e 150 pares de bases
(pb).

Subsequentemente, todos os iniciadores escolhidos foram analisados e

validados in silico para verificar a presenca de estruturas secundarias ou
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polimorfismos. Foram utilizados os programas BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
RTPrimerDB (www.rtpprimerdb.org).

3.7.4 — Otimizacao das reagcdes quantitativas em tempo real

As concentracdes dos iniciadores senso e anti-senso foram estabelecidas por
matriz de iniciadores em gPCR com cDNA proveniente de amostra do grupo
controle. Para cada reacdo, foram analisadas as curvas de dissociacdo para
determinar o maior ARn em um menor Cr.

A determinacdo da melhor temperatura de pareamento (annealing) dos
iniciadores selecionados e a andlise dos amplificados em gel de poliacrilamida foram
feitas apoOs reacbes de RT-gPCR que utilizaram 2uL de cDNA de amostras com
melhor raz&o Azeo/Azso, 2uL de tampdo STR10X Promega (500mM KCI, 100mM Tris-
HCI, 15mM MgCI2, 1% Triton X-100 e 2mM dNTP) ; 0,3uL de Taq Gold polimerase
Promega (5U/uL); 1uL do iniciador senso (10uM); 1uL de iniciador anti-senso (10uM)
e H,O até o volume final de 20uL. Em seguida foram realizadas as etapas para a
amplificacdo: desnaturacédo inicial a 95°C por 12 minutos, 35 ciclos com as etapas:
95°C por 1 minuto; pareamento a 58°C por 1 minuto; extensdo a 72°C por 7 minutos;
e um passo final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

3.7.5 - Validacéao da eficiéncia de amplificacdo dos genes alvos e dos controles
endogenos

A validacao da eficiéncia da amplificacdo dos genes alvos e das referéncias
endogenas, para determinacdo da quantificacdo relativa da expressédo génica pelo
método C; Comparativo ou Delta-Delta CT (AACy), foi realizada pelo
estabelecimento de curvas padrdes por gPCR (Anexos 2 e 3), com o sistema do
corante SYBR Green (Applied Biosystems), no aparelho Applied Biosystems
StepOne ™, em triplicatas para todos os pares de iniciadores (Livak e Schmittgen,
2001). Além da quantificacdo relativa da expressdo génica pelo método Cy


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rtpprimerdb.org/
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Comparativo ou Delta-Delta CT (AACy), foi utilizada a estratégia de quantificacdo da

diferenca da expresséao génica (rER) (Schefe et al., 2006).

3.7.6 — Quantificacao relativa da expressao de genes alvos celulares

A quantificacdo de mRNA das proteinas alvos RAP1, isoformas A e B,
p16™** RAP1GAP, C3G, e dos genes constitutivos B-actina, GAPDH e RLP29,
como controles endogenos, apods transcricdo reversa e sintese de cDNA, foi
realizada, utilizando-se os iniciadores especificos como descrito na TABELA 2
abaixo (Hirata et al., 2004; Santin et al., 2005; Cicinnati et al., 2008; Zheng et al.,
2009; Rho et al., 2010):

TABELA 2
Iniciadores utilizados na gPCR para quantificacdo de mRNA celular
Iniciador Alvo Nucleotideos Tamanho Produto
(pb) (pb)
RAP1A F RAP1A 5 - CGGGTTAAGGACACGGAAG -3’ 19 82
RAP1A R RAP1A 5'- CTTTGCCAACTACTCGCTCA -3’ 20
RAP1B F RAP1B 5- CGTGGCGCCTAGAGTAGC -3’ 18 99
RAP1B R RAP1B 5'- TGCAAGCTTGTCAAAACCTAGT -3’ 22
pl6 F p16 5'- CCCAAACGCACCGAATAGTTAC -3’ 21 104
p16 R p16 5'- ATTCCAATTCCCCTGCAAACT -3’ 21
RAP1GAPF RAP1GAP  5-GCACTTTCTCGGCAAGGAGCATTT -3’ 24 149
RAP1GAP R RAP1GAP 5- TGACATCATGGTATGTCCGGCACT -3’ 24
C3GF C3G 5- CTGTGGCTTCCAGGTCTC A -3’ 19 77
C3GR C3G 5- CAGGGCACTGACAACTTCCT -3 20
B-actina F B-actina 5- CTGGGAGTGGGTGGAGGC -3’ 20 120
B-actina R B-actina 5- TCAACTGGTCTCAAGTCA GTG -3’ 20
GAPDH F GAPDH 5- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’ 20 87
GAPDH R GAPDH 5- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’ 20
RLP29 F RLP29 5- GGCGTTGTTGACCCTAT TTC -3’ 20 120
RLP29 R RLP29 5- GTGTGTGGTGTGGTTCTTGG -3’ 20

Fonte: Hirata et al., 2004; Santin et al., 2005; Cicinnati et al., 2008; Zheng et al., 2009; Rho et al.,
2010.

Para as reacdes, foram adicionados 1 pL da primeira fita de cDNA das

amostras a 12,5uL de Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 2,5uL
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de cada um dos iniciadores especificos (10uM) e agua DEPC, para o volume final de
25uL. As condicbes da corrida no aparelho Applied Biosystems StepOne ™ | das
amostras em duplicata, foram feitas como se segue: um ciclo a 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e 58°.C por um minuto para todos os
alvos. A curva melting foi feita a 95° C por 15 segundos, seguido de 60° C por um

minuto e 95° C por 15 segundos.

3.7.7 — Quantificacbes absoluta da carga viral e relativa da expressdo dos
genes virais E6 e E7 do HPV16 e do HPV18

Para a quantificacdo absoluta da carga viral e a quantificacdo relativa da
expressao dos genes virais E6 e E7 dos tipos HPV16 e HPV18 por qPCR, foram
utilizados procedimentos de extracdo de DNA e RNA conforme descrito nos itens 6.1
e 7.1. A reagao de transcrigcdo reversa, a sele¢cdo e o controle de qualidade in silico
dos iniciadores para a qPCR seguiram 0os mesmos critérios dos itens 7.2 e 7.3. A
otimizacdo das reacbes de qPCR para obtencdo das melhores condi¢cdes de
concentracdo dos iniciadores e temperaturas dos ciclos seguiu 0s mesmos

parametros do item 7.4.

3.7.8 — Construcéo da curva padréo para quantificacado absoluta

As curvas padrédo foram construidas utilizando-se genoma completo de HPV
16 e HPV 18 inseridos em vetores plasmidiais pRL2 e pUC18/19 (gentiimente
cedidos pela Dra. Alison McBride, NIH, USA), respectivamente, e cDNA de amostra
do grupo MND, apés transcri¢cdo reversa. Os plasmideos pRL2 e pUC18/19 foram
linearizados apos digestdo enzimatica com as enzimas BamHI e Smal nos vetores.

As concentragbes das amostras com DNA de HPV 16 e 18 e das amostras
com cDNA foram determinadas por espectrofotometria e convertidas em namero de
cOpias nas concentracdes de 10°, 10°, 10%, 102 e 10? por nanograma de DNA celular
(Anexos 4 e 5). Essas concentragdes reproduzem valores basais de carga viral de

HPV 16 e HPV 18 encontrados nas infec¢des persistentes (Xi et al., 2009).
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3.7.9 — Quantificagbes absoluta da carga viral e relativa da expressdo dos
MRNASs virais E6 e E7 do HPV16 e do HPV18

A quantificacdo da expressdo de mRNA das proteinas virais E6 e E7 do
HPV16 e HPV18 e dos controles endégenos B-actina e GAPDH foram realizadas
utilizando-se os iniciadores especificos descritos na TABELA 3 abaixo (Cattani et al.,
20009).

TABELA 3
Iniciadores utilizados na gPCR para quantificacdo de mRNA e DNA viral
Iniciador Alvo Nucleotideos Tamanho Produto
(pb) (pb)
HPV16E6F E6HPV16 5-GCACCAAAAGAGAACTGCAATGTT-3' 24 152
HPV16E6R E6HPV16  5- AGTCATATACCTCAC GTCGCAGTA -3’ 24
HPV16E7F E7HPV16 5- CAAGTGTGACTCTACGCTTCGG -3’ 22 81
HPV 16E7TR E7HPV16 5- GTGGCCCATTAACAGGTCTTCCAA -3’ 24
HPV18E6F E6HPV18 5- CTATA GAGGCCAGTGCCATTCG -3’ 22 79
HPV18E6R E6HPV18  5- TTATACTTGTGTTTCTCTG CGTCG -3’ 24
HPV18E7F E7HPV18  5- TAATCATCAACATTTACCAGCCCG -3’ 24 113
HPV 18E7TR E7HPV18  5-CGTCTGCTGAGCTTTCTACTACTA -3’ 24
B-actina F B-actina 5-CTGGGAGTGGGTGGAGGC-3’ 20 120
B—actina R B-actina 5-TCAACTGGT CTCAAGTCAGTG-3’ 20
GAPDH F GAPDH 5-TGCACCACCAACTGCTTAGC -3’ 20 87
GAPDH R GAPDH 5- GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3’ 20

Fonte: Cattani et al., 2009

Para as reacdes, foram adicionados 1 pL da primeira fita de cDNA das
amostras a 12,5uL de Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 2,5uL
de cada um dos iniciadores especificos (10uM) e agua DEPC, para o volume final de
25uL. As condicdes da corrida no aparelho Applied Biosystems StepOne ™, das
amostras em duplicata, foram feitas como se segue: um ciclo a 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e 58°.C por um minuto para todos os
alvos. A curva melting foi feita a 95° C por 15 segundos, seguido de 60° C por um

minuto e 95° C por 15 segundos.
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3.8 — Andlises estatisticas

As analises estatisticas do estudo consideraram, para aplicacdo dos testes
estatisticos na determinacdo da significancia estatistica e do grau de associagao
entre variaveis, as seguintes defini¢cdes:

1 — Variaveis categoéricas nominais: aquelas que ocorrem em categorias sem
qualquer ordem inerente. No estudo, foram consideradas variaveis categoricas
dicotdbmicas a presenca ou a auséncia de DNA de HPV.

2 — Variaveis categoricas ordinais: aquelas que possuem certa ordem
inerente ou hierarquia. No estudo, foram consideradas variaveis categoricas ordinais
todas as varidveis das trés classificacdes imuno-histoquimicas por microscopia
Optica convencional, especificamente o percentual das células imunorreativas, a
distribuicdo das células imunorreativas no epitélio e a intensidade da reacéo
observada para os biomarcadores RAP1, RAP1GAP, pl16 e Ki67.

3 — Variaveis quantitativas continuas: aquelas que podem assumir qualquer
valor em um continuum. No estudo, foram considerados varidveis quantitativas
continuas os dados da morfometria (Rl) e os dados das qPCR para expressdes
génicas celular e viral.

Adicionalmente, para as andlises estatisticas, foram definidos os testes
estatisticos do Qui-quadrado (X?) e exato de Fisher para comparacdo das
propor¢cdes dos grupos das variaveis categéricas nominais e ordinais da deteccédo e
genotipagem do HPV e da imuno-histoquimica. O teste T, seguido do pds-teste
Tukey, foi utilizado para comparacao entre as médias das varidveis quantitativas
continuas. Os coeficientes de correlacdo de Spearman e de correlacdo de Pearson
com regressao linear foram utilizados para relacdo entre variaveis categoricas
ordinais e variaveis quantitativas continuas, respectivamente. O teste ANOVA com
aplicacao do pos-teste Tukey foi empregado para verificacdo da significancia entre
duas ou mais variaveis quantitativas continuas.

A TABELA 4 abaixo sintetiza todos os testes estatisticos utilizados no estudo,
de acordo com a escala de mensuracao das variaveis, a significancia estatistica do

teste e a associagao estatistica.
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TABELA 4

Testes estatisticos utilizados no estudo.

Significancia

Escala de mensuracgdo das variaveis estatistica Associacao
Duas variaveis categoéricas ordinais Qui-quadrado (X°) Coeficiente de
Exato de Fisher correlacéo de
Spearman
Uma variavel categorica nominal e uma Qui-quadrado (X?) Coeficiente de
variavel categdrica ordinal Exato de Fisher correlacéo de
Spearman
Duas variaveis quantitativas continuas ANOVA Coeficiente de

com pos teste Tukey  correlagdo de Pearson

com regressao linear

Para essas andlises estatisticas comparativas das propor¢des dos resultados
da imuno-histoquimica entre os grupos MND, CIN 1, CIN 2/3 e CCE, os niveis 0
(zero) e 1 (um) de reatividade foram considerados como expressdo basal dos
biomarcadores RAP1, RAP1GAP, pl6 e Ki67 e os niveis 2 (dois) e 3 (trés) de
reatividade foram assumidos como hiperexpressao celular ou tecidual desses

mesmos biomarcadores.

De acordo com Hosmer (Hosmer Jr et al., 2013), para a andlise da relacao
entre as variaveis independentes, numéricas ou categoricas (niveis de expressao
imuno-histoquimica do biomarcador RAP1), e a variavel resposta categorica (grupos
MND, CIN 1, CIN 2/3), empregou-se a andlise de regresséao logistica e, assumindo

que a variavel resposta tivesse distribuicdo de probabilidade binomial Y;~B(m;, x;),

tal que P(Y; =y;) = (T;ii) niyi(l — m;)™Yi, foi utilizada a funcdo de ligacdo logito

ln( L )= Bo+ Pix; € 0 modelo matematico de regressdo logistica ordinal
1-m;

esteredtipo proposto por Anderson (Anderson, 1984). O método da maxima

verossimilhancga foi usado para estimativa dos parametros 3, e f3;.

A interpretacdo dos parametros 5, e §; do modelo de regressao logistica foi
obtida comparando-se a probabilidade de sucesso com a probabilidade de fracasso,
usando a funcdo odds ratio - OR (razdo de chances). Essa funcao, obtida a partir da
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razao entre essas duas probabilidades, foi representada pela equacéo: OR = g(x) =
i pBo+ Bixi
1-m(x); '

As relacdo entre variaveis seguiram as seguintes orientacdes: para f; > 0,
OR foi considerada maior que 1 (OR > 1) e para B; < 0, OR foi considerada menor
que 1 (OR <1).

Posteriormente a estimativa dos coeficientes, a significancia das variaveis no
modelo foi avaliada pelos testes de Wald e da Raz&o da Verossimilhanca e a
selecdo das varidveis seguiu o método Stepwise. O teste de Wald, obtido por
comparacao entre a estimativa de maxima verossimilhanca do parametro 3; e a
estimativa de seu erro padrdo, foi utilizado para selecdo de variaveis quando a
probabilidade foi menor que 0,25 (p < 0,25). A estatistica do teste Wald, sob a

hipétese nula Hy: 3; = 0, tem distribuicdo normal padrao.

O teste da Razao da Verossimilhanca (G) comparou os valores da estatistica
Deviance (D) com e sem a variavel selecionada no modelo, conforme a descricdo: G
= D(modelo sem a variavel) — D(modelo com a variavel). Sob a hipotese nula
Hy: B; = 0, a estatistica G, que tem distribuicdo qui-quadrado com 1 grau de
liberdade, foi utilizada para definicdo das variaveis do modelo final quando a

probabilidade foi menor que 0,05 (p < 0,05).

Diferengcas estatisticamente significativas foram consideradas somente
quando p < 0,05, com intervalo de confianca de 95%. Os softwares Microsoft Office
Excel (Microsoft) e Minitab 17 (Minitab) foram utilizados para tabulacdo e analises
estatisticas descritiva e comparativa dos dados do estudo, além das medidas de
acuracia. O pacote VGAM do software estatistico R (Versdo 2.15.3; http://www.r-

project.orq) foi utilizado para a andlise de regresséao logistica ordinal.


http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/

4 - RESULTADOS
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4.1 — Dados demograficos

Um total de 319 amostras de biopsias do colo uterino foi selecionado para o
estudo. Cerca de 35% dessas amostras foram obtidas de diversas cidades do
Estado de Minas Gerais. Os outros dois estados com maior percentual de casos
foram a Bahia e o Pard (FIGURA 17). A idade das pacientes apresenta variacao
entre 18 e 74 anos, com média de 38 anos e mediana de 36 anos.
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FIGURA 17 - Distribuicdo da frequéncia do namero de amostras do colo uterino
selecionadas para o estudo por Estados brasileiros.

4.2 — Deteccéo e genotipagem do HPV

Do total de 319 amostras de bidpsias cervicais selecionadas para o estudo,
as reacgoOes de nested PCR foram realizadas com sucesso e boa qualidade, a partir
da extracdo de DNA de tecido armazenado em parafina, em 275 amostras ou
86,20% do referido total. Apenas 44 casos ou 13,80% do total de 319 amostras, por
motivos variados, apresentaram insucesso ou resultado inadequado nas reacoes.

A TABELA 5 abaixo sintetiza os resultados das reagcdes de nested PCR para
deteccdo do HPV:
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TABELA 5
Deteccao do DNA do HPV por nested PCR nas amostras dos grupos MND, NIC 1,
NIC 2/3 e CCE
GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 CCE TOTAL
RESULTADO N N N N N

(% resultado) | (% resultado) |(% resultado) | (% resultado) | (% resultado)
(% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo)

Negativo 45 36 24 14 119
(37,82) (30,25) (20,17) (11,76) (100,00)
(72,58) (44,44) (31,58) (25,00) (43,27)

Positivo 17 45 52 42 156
(10,90) (28,85) (33,33) (26,92) (100,00)
(27,42) (55,56) (68,42) (75,00) (56,73)

TOTAL 62 81 76 56 275
(22,55) (29,45) (27,64) (20,36) (100,00)

(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00)

O DNA do HPV foi detectado em 156 biopsias ou 56,73% do total de 275
amostras. Todos 0s grupos, incluindo o MND, apresentaram casos positivos. As
maiores proporcdes de positividade foram encontradas nos grupos NIC 2/3 e CCE,
correspondendo a 68,42% e 75,00% dos casos, respectivamente. O grupo NIC 1
apresentou menor percentual (55,56%) de casos positivos para o DNA do HPV.
Surpreendentemente, uma minoria expressiva do grupo MND, equivalente a 27,42%
dos casos, foi positiva para a presenca do DNA do HPV.

Entre os tipos de HPV de alto risco pesquisados nesse trabalho, os mais
frequentes foram os tipos HPV16, HPV18 e HPV31, correspondendo a 63,64%,
31,82% e 4,55% do total de 44 casos, respectivamente. A TABELA 6 abaixo
apresenta a divisdo dos tipos mais prevalentes de HPV do estudo por grupo de

diagndstico histopatologico.

TABELA 6
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Genotipagem do HPV nas amostras dos grupos MND, NIC 1, NIC 2/3 e CCE por
PCR especifica, sequenciamento direto e gPCR

GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 CCE TOTAL
RESULTADO N N N N N
(% resultado) | (% resultado) | (% resultado) | (% resultado) | (% resultado)
(% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo) (% grupo)
HPV16 1 5 13 9 28
(3,57) (17,86) (46,43) (32,14) (100,00)
(20,00) (71,42) (68,42) (69,23) (63,64)
HPV18 4 1 6 3 14
(28,57) (7,14) (42,86) (21,43) (100,00)
(80,00) (14,29) (31,58) (23,08) (31,82)
HPV31 . 1 . 1 2
- (50,00) - (50,00) (100,00)
- (14,29) - (7,68) (4,55)
TOTAL 5 7 19 13 44
(11,36) (15,91) (43,18) (29,55) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00) (100,00)

Destacaram-se, nos resultados acima, a predominancia do HPV16 nos
grupos NIC 1 (71,42%), NIC 2/3 (68,42%) e CCE (69,23%) e a também

surpreendente predominancia do HPV18 nas amostras do grupo MND, com

propor¢cao de 80,00%.

4.3 — Carga viral e expressédo génica do HPV16 e do HPV18

Houve, em relacdo ao diagnostico histopatolégico da lesdo cervical, maior

meédia de carga viral no grupo CCE, tanto para HPV16, quanto para HPV18, com

valores de 4,22 e 6,70 Logo copias de HPV/ng de DNA, respectivamente. Ndo foram

observadas diferengas estatisticamente significativas quando se compararam as
médias das cargas virais do HPV16 e do HPV18 entre os grupos NIC 1, NIC 2/3 e
CCE. O GRAFICO 1 ilustra a quantificacéo da carga viral do HPV16 e do HPV18.
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Carga viral (Log10 copias de HPV/ng de DNA)

GRUPO NIC1 NIC2/3 CCE NIC1 NIC2/3 CCE
HPV16 HPV18

GRAFICO 1 - Gréfico do tipo boxplot da quantificacdo da carga viral do HPV16 e
do HPV18 em amostras grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE.

As andlises da quantificacdo da expressdo de mRNAs especificos para
HPV16 e HPV18 em amostras de biopsia cervical de pacientes dos grupos NIC 1,
NIC 2/3 e CCE demonstraram maiores médias de carga viral do HPV16 e HPV18
nos grupos NIC 2/3 e CCE, respectivamente, com valores de 2,74 e 4,96 Logio
copias de HPV/ng de DNA, nesta ordem. Quando foram utilizados mRNAs hibridos
para HPV16/HPV18, as analises da quantificacdo da expressdo demonstraram
médias de carga viral de 2,70, 3,18 e 3,74 Logip copias de HPV/ng de DNA,
respectivamente. Tanto nas amplificacbes com iniciadores especificos, quanto
hibridos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. O GRAFICO 2 ilustra os dados da quantificacdo da
expressdo génica do HPV16 e do HPV18, encerrando a descricdo dos resultados
(deteccéo, genotipagem, carga viral e expressao génica) diretamente relacionados

ao HPV nesse estudo.
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GRAFICO 2 - Gréaficos do tipo boxplot da quantificacdo da expressdo do mRNA
do HPV16 e do HPV18 em amostras grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE.

A) Expressao génica com iniciadores especificos; B) Expressdo génica com
iniciadores hibridos.
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4.4 — Imuno-histoquimica

4.4.1 — Descricdo morfologica das classificagdes imuno-histoquimicas

Os resultados da primeira dos
biomarcadores RAP1, RAP1GAP e pl6, nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3,

conforme os critérios nivel de imunorreatividade do percentual de células epiteliais,

classificagcdo imuno-histoquimica

da distribuicAo das células imunorreativas no epitélio e da intensidade da
imunorreacéo, adotados por Klaes et al. (2001), estdo demonstrados nas TABELAS
7, 8 e 9 abaixo. Nessas tabelas, para cada resultado do nivel, sdo apresentados os
valores numéricos inteiros ou contagem para cada grupo, com seus respectivos

percentuais no proprio nivel (linha) e no préprio grupo (coluna).

TABELA 7

Primeira classificacdo imuno-histoquimica do biomarcador RAP1 nas amostras dos

grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

(Continua)
GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) (% do nivel) (% do nivel)
(% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo)
Percentual

0 ou Negativo 12 - 6 18

(66,67) - (33,33) (100,00)
(36,36) - (9,09) (9,84)

1 ou Esporédico (< 5%) 4 10 1 15

(26,67) (66,67) (6,67) (100,00)
(12,12) (11,90) (1,52) (8,20)

2 ou Focal (5 - 25%) 17 74 3 94
(18,09) (78,72) (3,19) (100,00)
(51,52) (88,10) (4,55) (51,37)

3 ou Difuso (>25%) - - 56 56
- - (100,00) (100,00)
- - (84,85) (30,60)

TOTAL 33 84 66 183
(18,03) (45,90) (36,07) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)




TABELA 7

Primeira classificacdo imuno-histoquimica do biomarcador RAP1 nas amostras dos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3
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(Conclusao)

GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) | (% do nivel) | (% do nivel)
(% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo)
Distribuicéo

0 ou Negativo

1 ou Terco basal

2 ou Dois tergos

3 ou Trés trecos

TOTAL

Intensidade
0 ou Negativo

1 ou Fraco

2 ou Médio

3 ou Forte

TOTAL

12
(66,67)
(36,36)
21
(20,00)
(63,64)

33
(18,03)
(100,00)

12
(66,67)
(36,36)
14
(20,90)
(42,42)
7
(8,05)
(21,21)

33
(18,03)
(100,00)

81
(77,14)
(96,43)

3
(25,00)
(3,57)

84
(45,90)
(100,00)

37
(55,22)
(44,05)
47
(54,02)
(55,95)

84
(45,90)
(100,00)

6
(33,33)
(9,09)
3
(2,86)
(4,55)
9
(75,00)
(13,64)
48
(100,00)
(72,73)
66
(36,07)
(100,00)

6
(33,33)
(9,09)
16
(23,88)
(24,24)
33
(37,93)
(50,00)
11
(100,00)
(16,67)
66
(36,07)
(100,00)

18
(100,00)
(9,84)
105
(100,00)
(57,38)
12
(100,00)
(6,56)
48
(100,00)
(26,23)
183
(100,00)
(100,00)

18
(100,00)
(9,84)
67
(100,00)
(36,61)
87
(100,00)
(47,54)
11
(100,00)
(6,01)
183
(100,00)
(100,00)
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Conforme a TABELA 7 acima, nas reacdes positivas do grupo MND, houve
um predominio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas,
distribuidas no terco basal do epitélio e com fraca intensidade da reacdo. No grupo
NIC 1, 88,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)",
com distribuicdo predominante no terco basal do epitélio e prevaléncia da média
intensidade da reacdo em 55,95% dos casos. Ja no grupo NIC 2/3, houve absoluta
predominancia do percentual “Difuso (>25%)” de células imunorreativas, distribuidas
em toda a espessura do epitélio e com média intensidade da reacdo. Nos critérios
“‘Percentual” e “Intensidade”, houve diferengas estatisticamente significativas
somente entre o grupo MND e os grupos NIC 1 e NIC 2/3. No critério “Distribuicao”
ocorreram diferencas estatisticamente significativas somente entre os grupos MND e

NIC 1 e o grupo NIC 2/3.

TABELA 8

Primeira classificagcdo imuno-histoquimica do biomarcador RAP1 GAP nas amostras
dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

(Continua)
GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) (% do nivel) (% do nivel)
(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo)
Percentual

0 ou Negativo 11 20 17 48
(22,92) (41,67) (35,42) (100,00)
(44,00) (32,26) (32,08) (34,29)

1 ou Esporédico (< 5%) 4 19 1 24
(16,67) (79,17) (4,17) (100,00)
(16,00) (30,65) (1,89) (17,14)

2 ou Focal (5 - 25%) 9 23 6 38
(23,68) (60,53) (15,79) (100,00)
(36,00) (37,10) (11,32) (27,14)

3 ou Difuso (>25%) 1 - 29 30
(3,33) - (96,67) (100,00)
(4,00) - (54,72) (21,43)

TOTAL 25 62 53 140
(17,86) (44,29) (37,86) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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(Concluséao)

GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) | (% do nivel) | (% do nivel)
(% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo)
Distribuicédo

0 ou Negativo

1 ou Terco basal

2 ou Dois tercos

3 ou Trés trecos

TOTAL

Intensidade
0 ou Negativo

1 ou Fraco

2 ou Médio

3 ou Forte

TOTAL

11
(22,92)
(44,00)
13
(22,41)
(52,00)

1
(3,57)
(4,00)

25
(17,86)
(100,00)

11
(22,92)
(44,00)
13
(18,84)
(52,00)
1
(4,76)
(4,00)

25
(17,86)
(100,00)

20
(41,67)
(32,26)
42
(72,41)
(67,74)

62
(44,29)
(100,00)

20
(41,67)
(32,26)
38
(55,07)
(61,29)
4
(19,05)
(6,45)

62
(44,29)
(100,00)

17
(35,42)
(32,08)

3
(5,17)
(5,66)

6

(100,00)

(11,32)
27
(96,43)
(50,94)
53
(37,86)
(100,00)

17
(35,42)
(32,08)

18
(26,09)
(33,96)

16
(76,19)
(30,19)

2
(100,00)
(3,77)

53
(37,86)

(100,00)

48
(100,00)
(34,29)
58
(100,00)
(41,43)
6
(100,00)
(4,29)
28
(100,00)
(20,00)
140
(100,00)
(100,00)

48
(100,00)
(34,29)
69
(100,00)
(49,29)
21
(100,00)
(15,00)
2
(100,00)
(1,43)
140
(100,00)
(100,00)
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Conforme apresentado na TABELA 8 acima, nas reagles positivas do
biomarcador RAP1 GAP no grupo MND, similarmente as rea¢fes de RAP1 (TABELA
7), houve predominio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas,
distribuidas no terco basal do epitélio e com fraca intensidade da reacdo. No grupo
NIC 1, 37,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)” e
distribuicdo predominante no terco basal do epitélio, mas, diferentemente de RAP1,
prevaléncia da fraca intensidade em 61,29% dos casos. No grupo NIC 2/3, houve
(>25%)”
distribuicdo em toda a espessura do epitélio. Mas, também diferentemente de RAP1,

predominadncia do percentual “Difuso de células imunorreativas e
predominou a fraca intensidade da reacdo. Em todos os critérios, existiram
diferencas estatisticamente significativas somente entre os grupos MND e NIC 1 e 0

grupo NIC 2/3.

TABELA 9

Primeira classificacdo imuno-histoquimica do biomarcador p16 nas amostras dos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

(Continua)
GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) | (% do nivel) | (% do nivel)
(% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo)
Percentual

0 ou Negativo 10 3 1 14

(71,43) (21,43) (7,14) (100,00)
(31,25) (3,57) (1,52) (7,69)

1 ou Esporadico (< 5%) 6 5 - 11

(54,55) (45,45) - (100,00)
(18,75) (5,95) - (6,04)

2 ou Focal (5 - 25%) 16 74 1 91
(17,58) (81,32) (1,10) (100,00)
(50,00) (88,10) (1,52) (50,00)

3 ou Difuso (>25%) - 2 64 66
- (3,03) (96,67) (100,00)
- (2,38) (96,97) (36,26)

TOTAL 32 84 66 182
(17,58) (46,15) (36,26) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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(Concluséao)

GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) | (% do nivel) | (% do nivel)
(% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo) | (% do grupo)
Distribuicédo

0 ou Negativo

1 ou Terco basal

2 ou Dois tercos

3 ou Trés trecos

TOTAL

Intensidade

0 ou Negativo

1 ou Fraco

2 ou Médio

3 ou Forte

TOTAL

10
(71,43)
(31,25)
21
(22,11)
(65,63)
1
(6,25)
(3,13)

32
(17,58)
(100,00)

10
(71,43)
(31,25)

13
(28,26)
(40,63)

8
(17,02)
(25,00)
1
(1,33)
(3,13)

32
(17,58)

(100,00)

3
(21,43)
(3,57)
73
(76,84)
(86,90)
6
(37,50)
(7,14)
2
(3,51)
(2,38)
84
(46,15)
(100,00)

3
(21,43)
(3,57)
31
(67,39)
(36,90)
36
(76,60)
(42,86)
14
(18,67)
(16,67)
84
(46,15)
(100,00)

1
(7,14)
(1,52)

1
(1,05)
(1,52)

9

(56,25)
(13,64)
55
(96,49)
(83,33)
66
(36,26)
(100,00)

1
(7,14)
(1,52)

2
(4,35)
(3,03)

3
(6,38)
(4,55)

60
(80,00)
(90,91)

66
(36,26)
(100,00)

14
(100,00)
(7,69)
95
(100,00)
(52,20)
16
(100,00)
(8,79)
57
(100,00)
(31,32)
182
(100,00)
(100,00)

14
(100,00)
(7,69)
46
(100,00)
(25,27)
47
(100,00)
(25,82)
75
(100,00)
(41,21)
182
(100,00)
(100,00)
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De acordo com a TABELA 9 acima, o biomarcador pl6 apresentou, nas
reagfes positivas do grupo MND, também similarmente as reacdes de RAP1,
predominio do percentual “Focal (5 e 25%)” de células imunorreativas, distribuidas
no terco basal do epitélio e com fraca intensidade da reacdo. No grupo NIC 1,
88,10% das amostras apresentaram imunorreatividade “Focal (5 e 25%)’,
distribuicdo predominante no terco basal do epitélio e, similarmente ao biomarcador
RAP1, maioria de média intensidade em 42,86% dos casos. No grupo NIC 2/3,
observaram-se predominancias absolutas, equivalentes aos percentuais de 96,97%,
83,33% e 90,91% dos casos, dos maiores critérios do percentual, distribuicdo e
intensidade, respectivamente “Difuso (>25%)”, “Trés tercos” e “Forte”. Exceto pela
diferenca nao significativa entre as distribuicdes dos grupos MND e NIC 1, todas as
outras comparacdes entre as proporcdes dos resultados dos grupos MND, NIC 1 e
NIC 2/3 apresentaram diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Para todos os biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP e pl6 foi possivel
estabelecer uma associacdo da presenca do DNA do HPV com os niveis de
imunorreatividade observados na primeira classificacdo imuno-histoquimica nos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, para todos os critérios, mas particularmente para a
intensidade das reagdes. No caso da expressao do biomarcador RAP1 no grupo NIC
2/3, a maioria dos 43 casos positivos para o DNA do HPV apresentaram intensidade
“Forte” (16,28%) e “Médio” (53,49%). No grupo NIC 1, dos 34 casos positivos, 18
(52,94%) apresentaram nivel “Médio” de intensidade da reagéo. No grupo MND, os
15 casos positivos para o DNA do HPV foram distribuidos da seguinte forma: 7
casos (46,67%) apresentaram nivel de intensidade “Negativo”, 5 (33,33%) nivel
‘Fraco” e 3 (20%) nivel “Médio”. Os mesmos achados, com percentuais muito
préximos, foram encontrados para o biomarcador RAP1GAP. Entretanto, para o
biomarcador p16, nos critérios do grupo NIC 2/3, essa associacao foi fortemente
consolidada porque a ampla maioria das propor¢cdes dos critérios percentual,
distribuicdo e intensidade do grupo NIC 2/3 apresentou resultado positivo para a
presenca do DNA do HPV. Em termos percentuais, 65,62%, 63,63% e 66,67% das
amostras classificadas pelos critérios de percentual “Difuso (>25%)”, distribuicéo
“Trés tercos” e intensidade “Forte”, respectivamente, foram positivas para o HPV,
com diferencas estatisticamente significativas para as amostras negativas. Para o
biomarcador pl16 nos grupos NIC 1 e MND, a maioria dos casos positivos para o

DNA do HPV apresentou nivel “Fraco” de intensidade.
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Para finalidade estatistica de comparacdo de todos esses critérios de
imunorreatividade observados na primeira classificacdo imuno-histoquimica dos
biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP e pl16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, esses
mesmos critérios foram categorizados em propor¢cdes dos niveis basal e elevado,
equivalentes as somas dos niveis “0 (Zero)” e “1 (Um)”, para basal, e “2 (Dois)” e “3
(Trés)”, para elevado. ApGs a categorizagao dos resultados da primeira classificacao
imuno-histoquimica, essas proporcdes foram comparadas entre 0s proprios grupos e
entre os proprios biomarcadores.

No grupo MND, as Uunicas diferencas estatisticamente significativas
observadas no Teste exato de Fisher para comparagao de duas proporgdes, com
valor P < 0,05, nessa primeira classificacdo, foram entre as intensidades dos
biomarcadores RAP1 e pl6 e a intensidade de RAP1 GAP. Ou seja, no grupo MND,
os biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e pl16 apresentam equivaléncia dos critérios de
percentual e distribuicdo celulares de imunorreatividade e de intensidade das
reacdes imuno-histoquimicas.

No grupo NIC 1, ainda na primeira classificacdo, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre o percentual, a distribuicdo e a intensidade de
RAP1 GAP e os equivalentes critérios de RAP1 e pl16. Nao foram observadas, no
grupo NIC 1, diferencas significativas entre os biomarcadores RAP1 e p16.

No grupo NIC 2/3, finalizando essa primeira classificacdo, além das
diferencas estatisticamente significativas observadas entre o percentual, a
distribuicdo e a intensidade de RAP1 GAP e os equivalentes critérios de RAP1 e
pl6, foram observadas diferencas estatisticamente significativas apenas entre a
intensidade dos biomarcadores RAP1 e p16. Ou seja, RAP 1 e pl6 apresentaram
equivaléncias no percentual e na distribuicdo da imunorreatividade celular no epitélio
€escamoso.

ApoOs essa descricdo detalhada dos resultados da primeira classificacao
imuno-histoquimica, os resultados da segunda classificagdo imuno-histoquimica,
conforme os critérios descritos por Galgano et al. (2010) do nivel de
imunorreatividade dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, pl6 e Ki67, nos grupos
MND, NIC 1 e NIC 2/3, estdo demonstrados na TABELA 10 abaixo:
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TABELA 10
Segunda classificagdo imuno-histoquimica dos biomarcadores RAP1, RAP GAP,

pl6 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

(Continua)
GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) (% do nivel) (% do nivel)
(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo)
RAP1
0 12 - 6 18
(66,67) - (33,33) (100,00)
(36,36) - (9,09) (9,84)
1 14 43 4 61
(22,95) (70,49) (6,56) (100,00)
(42,42) (51,19) (6,06) (33,33)
2 7 41 1 49
(14,29) (83,67) (2,04) (100,00)
(21,21) (48,81) (1,52) (26,78)
3 - - 55 55
- - (100,00) (100,00)
- - (83,33) (30,05)
TOTAL 33 84 66 183
(18,03) (45,90) (36,07) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
RAP1 GAP
0 11 20 17 48
(22,92) (41,67) (35,42) (100,00)
(44,00) (32,26) (32,08) (34,29)
1 12 34 3 49
(24,49) (69,39) (6,12) (100,00)
(48,00) (54,84) (5,66) (35,00)
2 1 8 4 13
(7,69) (61,54) (30,77) (100,00)
(4,00) (12,90) (7,55) (9,29)
3 1 - 29 30
(3,33) - (96,67) (100,00)
(4,00) - (54,72) (21,43)
TOTAL 25 62 53 140
(17,86) (44,29) (37,86) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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TABELA 10
Segunda classificagdo imuno-histoquimica dos biomarcadores RAP1, RAP GAP,

pl6 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

(Concluséao)

GRUPO
MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) (% do nivel) (% do nivel)
(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo)
pl6
0 10 3 1 14
(71,43) (21,43) (7,14) (100,00)
(31,25) (3,57) (1,52) (7,69)
1 14 32 2 48
(29,17) (66,67) (4,17) (100,00)
(43,75) (38,10) (3,03) (26,37)
2 8 47 - 55
(14,55) (85,45) - (100,00)
(25,00) (55,95) - (30,22)
3 - 2 63 65
- (3,08) (96,92) (100,00)
- (2,38) (95,45) (35,71)
TOTAL 32 84 66 182
(17,58) (46,15) (36,26) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
Ki67
0 11 5 3 19
(57,89) (26,32) (15,79) (100,00)
(44,00) (8,06) (6,00) (13,87)
1 14 44 1 59
(23,73) (74,58) (1,69) (100,00)
(56,00) (70,97) (2,00) (43,07)
2 - 13 7 20
- (65,00) (35,00) (100,00)
- (20,97) (14,00) (14,60)
3 - - 39 39
- - (100,00) (100,00)
- - (78,00) (28,47)
TOTAL 25 62 50 137
(18,25) (45,26) (36,50) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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Conforme a TABELA 10 acima, nas reacdes positivas do biomarcador RAP1
no grupo MND, houve um predominio do nivel “1”, equivalente a 42,42% das
amostras. No grupo NIC 1, pouco mais da metade (51,19%) das amostras positivas
para RAP1 foram classificadas no nivel “1”. A outra parte, correspondente a 48,81%,
foi classificada no nivel “2”. Ja no grupo NIC 2/3, a maioria absoluta das amostras
positivas para RAP1, equivalente a 83,33%, foi classificada no nivel “3”. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre as proporcdes de todos
os grupos de diagnéstico histopatologico. No grupo NIC 2/3, também foi observada
associacao entre a deteccao positiva para o HPV e o nivel “3” de imunorreatividade.

Nas reacdes positivas do biomarcador RAP1 GAP no grupo MND,
similarmente as reacées de RAP1 (TABELA 7), houve um predominio do nivel “1”,
equivalente a 48% das amostras. No grupo NIC 1, a maioria (54,84%) das amostras
positivas para RAP1 GAP também foram classificadas no nivel “1”. No grupo NIC
2/3, a maioria das amostras positivas para RAP1 GAP, equivalente a 54,72%, foi
classificada no nivel “3”. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas
somente entre as proporcdes dos grupos MND e NIC 1 e o grupo NIC 2/3.

De acordo com a TABELA 10 acima, o biomarcador pl6 apresentou, nas
reacdes positivas do grupo MND, similarmente as reacbes de RAP1, predominio do
nivel “1”. No grupo NIC 1, também similarmente ao biomarcador RAP1, a maioria ou
55,95% das amostras apresentaram nivel “2” de imunorreatividade. No grupo NIC
2/3, praticamente a totalidade ou impressionantes 95,45% das amostras positivas
para p16 foram classificadas no nivel “3” de imunorreatividade. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as propor¢des de todos os grupos de
diagnéstico histopatologico e, no grupo NIC 2/3, também foi observada associagao
entre a deteccado positiva para o HPV e o nivel “3” de imunorreatividade. Os
resultados da analise imuno-histoquimica do biomarcador Ki67, disponiveis somente
nessa segunda classificacdo, exceto pela grande predominancia (70,97%) do nivel
“1” no grupo NIC 1, demonstraram grande similaridade com os resultados dos
biomarcadores RAP1 e p16 nos grupos MND e NIC 2/3.

Em seguida, para melhor visualizagdo dos resultados dessa segunda
classificagdo imuno-histoquimica, os niveis de imunorreatividade dos biomarcadores
RAP1, RAP1 GAP, pl6 e Ki67 foram categorizados nos niveis basal (soma dos
niveis “0” e “1”) e elevado (soma dos niveis “2” e “3”) e suas propor¢cdes comparadas
(TABELA 11).



Categorizacao da segunda classificacao imuno-histoquimica dos biomarcadores

TABELA 11

RAP1, RAP GAP, pl6 e Ki67 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3
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GRUPO
i} MND NIC 1 NIC 2/3 TOTAL
NIVEL N N N N
(% do nivel) (% do nivel) (% do nivel) (% do nivel)
(% do grupo) (% do grupo) (% do grupo) (% do grupo)
RAP1
Basal 26 43 10 79
(32,91) (54,43) (12,66) (100,00)
(78,79) (51,19) (15,15) (43,17)
Elevado 7 41 56 104
(6,73) (39,42) (53,85) (100,00)
(21,21) (48,81) (84,85) (100,00)
TOTAL 33 84 66 183
(18,03) (45,90) (36,07) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
RAP1 GAP
Basal 25 54 20 99
(25,25) (54,55) (20,20) (100,00)
(92,59) (87,10) (37,74) (69,72)
Elevado 2 8 33 43
(4,65) (18,60) (76,74) (100,00)
(7,41) (12,90) (62,26) (30,28)
TOTAL 27 62 53 142
(19,01) (43,66) (37,32) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
pl6
Basal 22 35 3 60
(36,67) (58,33) (5,00) (100,00)
(73,33) (41,67) (4,55) (33,33)
Elevado 8 49 63 120
(6,67) (40,83) (52,50) (100,00)
(26,67) (58,33) (95,45) (66,67)
TOTAL 30 84 66 180
(16,67) (46,67) (36,67) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
Ki67
Basal 27 49 4 80
(33,75) (61,25) (5,00) (100,00)
(100,00) (79,03) (8,00) (57,55)
Elevado - 13 46 59
- (22,03) (77,97) (100,00)
- (20,97) (92,00) (42,45)
TOTAL 27 62 50 139
(19,42) (44,60) (35,97) (100,00)
(100,00) (100,00) (100,00) (100,00)
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ApOGs a categorizacdo dos niveis de imunorreatividade dos biomarcadores
RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 dessa segunda classificacdo imuno-histoquimica, as
proporcdes dos niveis basal e elevado foram comparadas entre os grupos dos
préprios biomarcadores e entre os diferentes biomarcadores. O Teste exato de
Fisher foi utilizado para comparacéo das diferentes proporgoes.

Os Dbiomarcadores RAP1, pl6é e KI67 apresentaram diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05) em todas as comparacdes das proporcdes
entre os grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. O biomarcador RAP1 GAP nao apresentou
diferencas entre os grupos MND e NIC 1.

No grupo MND, as Uunicas diferencas estatisticamente significativas
observadas no Teste exato de Fisher para comparacdo de duas proporcdes, com
valor p < 0,05, nessa segunda classificacdo, foram entre os niveis de RAP1 e pl6 e
o nivel de Ki67. Ou seja, no grupo MND, os biomarcadores RAP1 e p16 apresentam
equivaléncia dos niveis de imunorreatividade nessa segunda classificacdo imuno-
histoquimica.

No grupo NIC 1, observaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre os niveis de imunorreatividade de RAP1 e p16 quando comparados aos niveis
de RAP1 GAP e Ki67. Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre RAP1 e
pl6 e entre RAP1 GAP e Ki67.

No grupo NIC 2/3, finalizando os resultados dessa segunda classificacéo,
somente foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o
biomarcador RAP1 GAP e os outros biomarcadores. Ou seja, RAP 1, pl1l6 e Ki67
apresentaram equivaléncias nos niveis de imunorreatividade celular no epitélio
€scamoso.

A representacdo grafica a seguir dos dados da TABELA 11 permite, mais
claramente, a visualizacdo da equivaléncia preponderante entre o0s niveis de
expressdo dos biomarcadores estudados, nessa segunda classificacdo imuno-
histoquimica, apds a categorizacdo dos resultados em niveis basal e elevado
(GRAFICO 3).
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GRAFICO 3 — Niveis categorizados de expressado dos biomarcadores RAP1, RAP1

GAP, pl6 e Ki67 na segunda classificacdo imuno-histoquimica. A)
RAP1; B) RAP1 GAP; C) p16; e D) Ki67.

Como se pode observar no GRAFICO 3, exceto pelo nivel elevado da
expressdo do biomarcador Ki67, que se apresentou exclusivamente elevado nos
grupos NIC 1 e NIC 2/3, os biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e pl6 apresentaram
padrées relativamente similares de expressdo imunofenotipica. Ou seja, esses
biomarcadores exibiram percentuais aproximados de niveis basal e elevado nos trés
grupos de diagnostico histopatologica. Mais detalhadamente, os biomarcadores
RAP1 e p16 se assemelharem muito no nivel basal e p16 e Ki67 no nivel elevado.

Retomando agora, nessa segunda classificacdo imuno-histoquimica, apés a
categorizagdo dos dados, aquela questdo da associagcdo entre a expressao
imunofenotipica dos biomarcadores, RAP1, RAP1 GAP, pl16 e Ki67, nos grupos
MND, NIC 1 e NIC 2/3, e a presenca do DNA do HPV nas amostras, foram
evidenciadas, nova e progressivamente, maiores proporgoes de casos positivos para
0 HPV do grupo MND ao grupo NIC 2/3.

O GRAFICO 4 abaixo ilustra, claramente, essa associacdo entre a presenca
do HPV e imunofendtipo dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, pl6 e Ki67 nos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3:
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GRAFICO 4 - Associacdo entre a presenca do HPV e o imunofendtipo dos
biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos grupos MND, NIC

1 e NIC 2/3. A) RAP1; B) RAP1 GAP (Continua).
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GRAFICO 4 - Associacdo entre a presenca do HPV e o imunofenétipo dos
biomarcadores RAP1, RAP1 GAP, p16 e Ki67 nos grupos MND, NIC
1 e NIC 2/3. C) p16; D) Ki67 (Conclus&o).

Morfologicamente, todos esses resultados das classificagbes imuno-
histoquimicas dos biomarcadores RAP1, RAP1 GAP e pl6, nas amostras dos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, podem ser observados, em detalhe, nos painéis das
FIGURAS 18 a 20.
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FIGURA 18 - Imuno-histoquimica de RAP1 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e

NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidéncia de reatividade. o
controle positivo interno da reagdo pode ser observado pela reatividade de células
inflamatdrias no estroma da mucosa (seta). B) Mucosa escamosa com o percentual
inferior a 5% das células epiteliais reativas no tergo basal e com média intensidade da
reacao. C) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais
reativas no terco basal e com fraca intensidade da rea¢édo. D) Mucosa escamosa com
o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no tergo basal e com média
intensidade da reacdo. E) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidéncia de
reatividade. F) Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5% das células
epiteliais reativas no terco basal e com fraca intensidade da reacdo. Observam-se
também células inflamatérias intraepiteliais reativas. (Continua).
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FIGURA 18 - Imuno-histoquimica de RAP1 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e

NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais
reativas no terco basal e com fraca intensidade da rea¢do. H) Mucosa escamosa com
o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no terco basal e com média
intensidade da reacao. I) Mucosa escamosa do colo uterino com reatividade entre 5 e
25% do percentual das células, com fraca intensidade, ao longo de toda a espessura
do epitélio. J) Mucosa escamosa com o0 percentual superior a 25% das células
epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com fraca intensidade da reagéo.
K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das células epiteliais reativas
em toda a espessura do epitélio e com média intensidade da reagdo. L) Mucosa
escamosa com o percentual superior a 25% das células epiteliais reativas em toda a
espessura do epitélio e com forte intensidade da reagdo. (Concluséo).
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FIGURA 19 - Imuno-histoquimica de RAP1 GAP nas amostras dos grupo
1 e NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidéncia de reatividade. B)
Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5% das células epiteliais reativas no
terco basal e com fraca intensidade da reacdo. C e D) Mucosa escamosa com
reatividade heterogénea. E) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidéncia de
reatividade. F) Mucosa escamosa com percentual inferior a 5% das células epiteliais
reativas no terco basal e com fraca intensidade da reacdo. Observam-se também
células inflamatérias intraepiteliais reativas. (Continua).
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1 e NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células
epiteliais reativas no ter¢co basal e com média intensidade da reacdo. H) Mucosa
escamosa com células epiteliais heterogeneamente reativas no terco basal e com
média intensidade da reacao. | e J) Mucosa escamosa com o percentual superior a
25% das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com média
intensidade da reacdo. K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das
células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com fraca intensidade da
reacdo. L) Mucosa escamosa com 0 percentual superior a 25% das células epiteliais
reativas em toda a espessura do epitélio, com forte intensidade da reacéo e forte
reatividade das células inflamatorias do estroma (Concluséao).
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NIC 2/3. A) Mucosa escamosa do colo uterino sem evidéncia de reatividade. Seta
indica o controle positivo interno da reagéo. B) Mucosa escamosa com o percentual
inferior a 5% das células epiteliais reativas no terco basal e com fraca intensidade
da reagdo. C) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células
epiteliais reativas no terco basal e com fraca intensidade da reagdo. D) Mucosa
escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células epiteliais reativas no terco
basal e com média intensidade da reacdo. E) Mucosa escamosa do colo uterino
sem evidéncia de reatividade. F) Mucosa escamosa com o percentual inferior a 5%
das células epiteliais reativas no terco basal e com fraca intensidade da reacao.
(Continua).
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FIGUI.RA 20- Imuno h|stqu|m|ca de p16 nas amostras dos grupos MND NIC 1 e

NIC 2/3. G) Mucosa escamosa com o percentual entre 5 a 25% das células
epiteliais reativas no terco basal e com fraca intensidade da reagcdo. H) Mucosa
escamosa com percentual superior a 25% das células epiteliais reativas no terco
basal e com média intensidade da reacdo. I) Mucosa escamosa do colo uterino com
reatividade superior a 25% do percentual das células, com fraca intensidade, em
dois tercos da espessura do epitélio. J) Mucosa escamosa com o percentual
superior a 25% das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com
forte intensidade da reacdo. K) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25%
das células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com média
intensidade da reacdo. L) Mucosa escamosa com o percentual superior a 25% das
células epiteliais reativas em toda a espessura do epitélio e com forte intensidade
da reacdo (Concluséo).
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Outra variavel morfolégica obtida a partir das andlises imuno-histoquimicas
dos biomarcadores RAP1, RAP GAP e pl6 foi a localizagao intracelular, citoplasma
e/ou nucleo, dessas proteinas (TABELA 12 e FIGURA 21).

TABELA 12

Localizacao celular dos biomarcadores RAP1, RAP GAP e pl6 nas amostras dos
grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3

CITOPLASMA NUCLEO E TOTAL
BIOMARCADOR CITOPLASMA
N % N % N %
MND
RAP1 21 100,00 : - 21 100,00
RAP1 GAP 14 100,00 : : 14 100,00
p16 20 90,91 2 9,09 22 100,00
NIC 1
RAP1 80 95,24 4 4,76 84 100,00
RAP1 GAP 41 97,62 1 2,38 42 100,00
p16 70 86,42 11 1358 81 100,00
NIC 2/3
RAP1 17 28,33 43 7167 60 100,00
RAP1 GAP 17 47,22 19 5278 36 100,00
p16 4 6,15 61 9385 65 100,00

As proteinas RAP1 e p16 localizaram-se, predominantemente, no citoplasma
das células da mucosa nos grupos MND e NIC 1, correspondendo a 21 (100,00%) e
80 (95,24%) para RAP1 e a 20 (90,91%) e 70 (86,42%) para pl6. Foram observadas
expressdes tanto citoplasmatica quanto nuclear de pl16 em 11 (13,58%) dos 85
casos do grupo NIC 1. Entretanto, o predominio da marcacdo simultanea, nuclear e
citoplasmatica, foi observado em 43 (71,67%) e 61 (93,85%) das amostras do grupo
NIC 2/3, respectivamente para RAP1 e pl6, com diferengca estatisticamente
significativa da localizacédo citoplasma (p=0,001). A localizacdo para RAP1 GAP
apresentou caracteristicas similares as proteinas RAP1 e pl6, com predominio
citoplasmatico nos grupos MDN e NIC 1 e citoplasmatico e nuclear no grupo NIC 2/3.
A FIGURA 21 abaixo ilustra esses resultados da localizacao celular.
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FIGURA 21 - Localizacdo intracelular das proteinas RAP1 e pl6 em amostras do

grupo NIC 2/3. A e B) Epitélio escamoso com média e forte reatividade para
RAP1, respectivamente. Observa-se predominio da localizacdo intracitoplasmética
da proteina RAP1 e presenca de células com marcacao nuclear (setas). C e D)
Epitélio escamoso com forte reatividade para pl6. Observa-se predominio da
localizagéo intracitoplasmética da proteina RAP1 e presenca de células com forte
marcacao nuclear (setas) (A-D: aumento de 400X).

Além dos ensaios de imuno-histoquimica nas amostras dos grupos MND, NIC
1 e NIC 2/3 com os biomarcadores RAP1, RAP GAP, pl6 e Ki67, foco principal
desse estudo, foram também realizados experimentos de imuno-histoquimica nas
amostras do grupo CCE, estagio final da histéria natural da neoplasia cervical
associada a infeccdo por HPV, com os biomarcadores RAP1 e pl6. As reacbes
foram classificadas de acordo com os critérios adotados por Cubila et al. (2011). A
TABELA 13 abaixo mostra os resultados da expressdo imuno-histoquimica das
proteinas RAP1 e p16 nas amostras do grupo CCE.
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TABELA 13

Classificacdo imuno-histoquimica dos biomarcadores RAP1 e p16 nas amostras do
grupo CCE

BIOMARCADOR

NIVEL RAP1 pl6
N % N %
0 1 1,59 1 1,59
1 5 7,94 1 1,59
2 39 61,90 17 26,98
3 18 28,57 44 69,84
TOTAL 63 100,00 63 100,00

Observaram-se predominios do nivel “2” de imunorreatividade nas reacdes do
biomarcador RAP1 em 39 (61,90%) amostras e do nivel “3” nas reagbes do
biomarcador pl6 em 44 (69,84%) dos casos, com diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) em relagé@o as proporgdes de imunorreatividade dos demais
niveis. Também foram observadas diferencas significativas entre os biomarcadores
RAP1 e pl6. A FIGURA 22 abaixo ilustra os resultados do fenétipo dos
biomarcadores RAP1 e pl6 descritos acima e finaliza essa longa descricao

morfolégica dos resultados dos experimentos da imuno-histoquimica.

FIGURA 22 - Imuno-histoquimica para RAP1 (A) e p16 (B) segundo o diagndstico

morfolégico de CCE. A e B) Massas de células escamosas atipicas
apresentando reatividade intracitoplasmatica e nuclear para os anticorpos anti-Rapl
e anti-p16, respectivamente.
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4.4.2 — Modelo de regressédo logistica ordinal da imuno-histoquimica

O modelo de regressao logistica ordinal da expressao imuno-histoquimica de
RAP1 nas amostras adotou 0s seguintes parametros:

1°) Variaveis independentes ou preditoras: padrdes ordenados de imuno-
histoquimica de RAP1 nas amostras de NIC e CCE, conforme a descricdo: O:
auséncia de reatividade; 1: fraca e média reatividade em células distribuidas
esporadica e focalmente no terco basal do epitélio; 2: média e forte reatividade em
células distribuidas focal e difusamente no terco basal da espessura epitelial; 3:
média e forte reatividade em células distribuidas difusamente em dois tercos ou toda
a espessura epitelial.

2°) Variaveis dependentes: grupos ordenados dos diagndsticos
histopatolégicos, conforme a descricdo: A: mucosa nao displasica (MND); B:
neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 (NIC 1); C: neoplasia intraepitelial cervical
de grau 2/3 (NIC 2/3); D: carcinoma de células escamosas do colo uterino (SCC)

A férmula do modelo, de acordo com a linguagem do software livre R, foi:
polr(formula = grupo ~ relevel(ihg, 1), data = dados, Hess = TRUE,method =
"logistic"), com Residual Deviance: 579.3991 e AIC: 591.3991. Os valores dos
coeficientes e dos interceptos estéo representados na TABELA 14 abaixo:

TABELA 14
Coeficientes e interceptos do modelo de regresséao logistica
COEFICIENTES E DESVIO

INTERCEPTOS VALOR PADRAO VALORT

relevel(ihg, 1) 1 0,9142 0,5713 1,600

relevel(ihg, 1) 2 2,6637 0,5905 4,511

relevel(ihg, 1) 3 3,3965 0,5935 5,723
MNDINIC1 -0,0852 0,5232 -0,1628
NIC1|NIC2/3 2,2471 0,5563 4,0390
NIC2/3|CCE 3,6871 0,5741 6,4224

Uma interpretacdo do intercepto pode ser obtida fixando o valor da variavel
independente ou considerando a variavel preditora igual a zero. Neste caso,
conforme a férmula abaixo, o0 modelo multinomial ordinal é definido somente pelo

intercepto:
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(P(Y<k|x=0))/(P(Y>k|x=0))=ea_k ) a

onde e”a” (MNDI|NIC1) )=0.9183, e”a” (NIC1|NIC2/3) )=9.4603 e
eMa” (NIC2/3|SCC) )=39.9289. Este modelo, considerando somente o intercepto,
indica principalmente a dindmica com relacdo a progressdo entre as classes da
variavel resposta: MND<NIC1<NIC2/3<CCE.

Os resultados mostram que a medida que sao avaliadas as classes
superiores, os valores do denominador da razdo de chance, ou seja, P(Y>k|x=0),
decrescem, favorecendo a ocorréncia das classes inferiores. Ou seja, considerando
k=NIC2/3, o valor de P(Y<NIC2/3|x=0), que corresponde a uma probabilidade
acumulada, que tende para a unidade, ao passo P(Y>NIC2/3|x=0) tende para zero,
gerando um valor da razdo de chance elevado e®(a” (NIC2/3|CCE) )=39.9289.
Dessa forma, em geral, o efeito do intercepto no aumento da razdo da chance é
acumulativo, a_1<a_2<---<a_K, pois esta associado a ordem do grupo.

Com relacdo a base de dados, a variavel independente é categoérica e,
portanto a interpretagdo do modelo multinomial ordinal esta associada aos valores
estimados para cada categoria. A categoria de referéncia do modelo é IHQ = 0.

Considerando o modelo escrito na formula:

(P(Y=k|x_j))/(P(Y>k|x_j))=e™(a_k+B_j) b

onde B_j é o coeficiente associado a categoria j, em relagcédo a referéncia j=0,
da variavel independente (j=1,2,3), os resultados indicam que com um aumento
crescente das classes da variavel independente ocorre um aumento da razdo de
chance, favorecendo a ocorréncia das classes inferiores.

Uma interpretacdo alternativa pode ser obtida quando sédo considerados os
valores estimados de probabilidade para as classes da variavel resposta. Conforme
apresentado na TABELA 15, para os diferentes valores da variavel resposta, caso a
variavel dependente seja IHQ = 0, entdo as classes da variavel resposta mais
provaveis serdo MND e NIC1l, com probabilidade 0.9044. Caso a variavel
dependente seja IHQ = 1, entdo a classe NIC1 tera probabilidade maior que 50%
(0.5223). A ocorréncia de IHQ = 2 favorece ocorréncia das classes NIC1, NIC2/3 e
CCE com probabilidade 0.9399. Finalmente, a ocorréncia de IHQ = 3 favorece a

ocorréncia das classes NIC2/3 e SCC com probabilidade 0.7594.
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Valores estimados de probabilidade para diferentes categorias da variavel resposta

IHQ GRUPO DIAGNOSTICO
MND NIC 1 NIC 2/3 CCE
0 0,4787 0,4257 0,0712 0,0244
1 0,2691 0,5223 0,1499 0,0588
2 0,0601 0,3372 0,3383 0,2644
3 0,0298 0,2108 0,3315 0,4278

Considerando o modelo e os valores estimados de probabilidade definidos

acima, as associagdes entre a expressao de RAP1 e o risco de NIC e CCE foram

calculadas, em termos de razdo de chances ou Odds ratios (OR), e demonstradas

na TABELA 16 abaixo:

TABELA 16

Odds ratios (OR) para as associacfes entre RAP1 e o risco de NIC e CCE

PROGRESSAO | OR | IC95% | VALORp
MND / NIC 1 0,92 0,33 -2,56 <0.001

NIC 1/ NIC 2/3 9,46 3,18-28,15  <0.001
NIC 2/3 / CCE 39,93 12,96 - 123,02  <0.001

A TABELA 16 sumariza as Odds ratios (OR) e intervalos de confianca de 95%

para a associacdo entre a expressao de RAP1 e grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Foi

observado um pequeno risco de progressdao NDM para NIC 1 (OR=0.92; 95% CI

0.33-2.56). Entretanto, aumento na expressao de RAP1 foi associado com aumento

de aproximadamente 10 vezes no risco de progressdo de NIC 1 para NIC 2/3

(OR=9.46; 95% CI 3.18-28.15) e aumento de aproximadamente 40 vezes no risco de

progressao de NIC 2/3 para CCE (OR=39.93, 95% CI 12.96-123.02).

Assim, esse modelo de regressao logistica ordinal encerra a apresentacéo

dos resultados descritivos e categéricos das classificacdes da imuno-histoquimica

dos biomarcadores RAP1, RAP1GAP, pl16 e Ki67, que enfatizaram a associacao de

RAP1 com a histdria natural e progresséo da neoplasia intraepitelial cervical para o

carcinoma de células escamosas do colo uterino.
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4.5 — Morfometria

A andlise da avaliacdo da intensidade relativa (Rl) da expressdo das
proteinas RAP1 e p16 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, conforme o
trabalho de Furstenau et al. (2011), esta representada no GRAFICO 5 abaixo. Foram
observados maiores niveis de RI dos biomarcadores RAP1 e p16 no grupo NIC 2/3,
guando comparado aos grupos MND e NIC 1, além de maiores niveis de Rl desses
mesmos biomarcadores no grupo NIC 1, quando comparado ao grupo MND. Em
todas essas comparacoes, o Teste T apresentou resultados de p < 0,05. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na comparacao entre os niveis de RI dos
biomarcadores RAP1 e pl16 nos grupos MND e NIC 1, mas existiu importante

diferenca entre os niveis de Rl no grupo NIC 2/3.

Intensidade relativa (RI)

2 ‘ | ‘
|

| == B T == B

GRUPO MND NIC1 NIC2/3 MND NIC1 NIC2/3
RAP1 pl6

GRAFICO 5 - Intensidade relativa (RI) da expressdo de RAP1 e pl6 nos grupos

MND, NIC 1 e NIC 2/3. Os resultados das amostras dos grupos MND (n=18),
NIC 1 (n=50) e NIC 2/3 (n=32). sdo apresentados em boxplots que exibem as
medianas de cada grupo. Foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre a Rl de todos os grupos de cada biomarcador e entre a Rl de
RAP1 e p16 no grupo NIC 2/3.

Quando estratificada pela presenca ou ndao do HPV, a intensidade relativa (RI)

da expressao das proteinas RAP1 e pl6 nas amostras dos grupos MND, NIC 1 e
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NIC 2/3 apresentou diferencas estatisticamente significativas somente no grupo NIC
2/3 de pl1l6. Em todos os demais grupos, ndo foram observadas diferencas entre as
amostras positivas e negativas para o HPV (GRAFICO 6).
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GRAFICO 6 - Intensidade relativa (RI) da expressdo de RAP1 e pl6 nos grupos
MND, NIC 1 e NIC 2/3 estratificada pelo resultado da deteccéo do

HPV por PCR. Os resultados das amostras dos grupos MND (n=18), NIC 1
(n=50) e NIC 2/3 (n=32). sdo apresentados em boxplots que exibem as medianas
de cada grupo. Foi observada diferengca estatisticamente significativas somente
entre a Rl dos casos positivos e negativos da expressdao do biomarcador pl6 no
grupo NIC 2/3. NEG. = Negativo; POS. = Positivo; IND. = Indeterminado.

Os resultados da RI, finalizando esse tépico sobre “Morfometria” também
foram avaliados por analises de correlacéo e regressao linear entre a expressao das
proteinas RAP1 e pl16 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Houve correlagéo positiva,
estatisticamente significativa, entre a expressdo de RAP1 e pl16 nos grupos MND
(r=0,6548; p=0,0032) e NIC 1 (r=0,3591; p=0,0104). Entretanto, ndo foi observada
correlacdo estatisticamente significativa entre a Rl da expressdo dessas proteinas
no grupo NIC 2/3 (r=0,2617; p=0,1349). O GRAFICO 7 abaixo ilustra essas analises
de correlacao:
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GRAFICO 7 - Correlacéo das intensidades relativas (RIl) de expressao das proteinas
RAP1 e pl6 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3. Foram observadas

correlacdes positivas e estatisticamente significativas entre as Rl de RAP1 e p16
nos grupos MND (r=0,6548; p=0,0032) e NIC 1 (r=0,3591; p=0,0104). Nao foi
observada correlagédo significativa entre a Rl dessas proteinas no grupo NIC 2/3
(r=0,2617; p=0,1349).

Entretanto, antes do encerramento desse topico e apresentacdo dos
resultados das expressdes génicas celulares de RAP1A, RAP1B e p16, ultimo topico
dos resultados, salienta-se o seguinte e importante resultado da morfometria, a partir
da interpretacdo do grafico de dispersdo acima (GRAFICO 7): houve grande
proximidade de distribuicdo dos niveis de RI dos grupos MND e NIC 1.
Diferentemente dos valores de Rl das amostras do grupo NIC 2/3, representados
pelos pontos de cor verde no referido grafico (GRAFICO 7), que se dispersaram
muito, principalmente no eixo das abscissas (Rl P16), os valores das amostras dos
grupos MND e NIC 1, representados pelos pontos de cores azul e vermelha,
respectivamente, se concentraram em areas muito aproximadas, entre os valores 0
e 2,5 de RI, tanto para RAP1, quanto para pl6. E, nessas areas, as amostras dos
grupos MND e NIC 1 também apresentaram retas de regressdo com inclinagdes

praticamente similares.
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4.6 — Expressao génica das proteinas RAP1A, RAP1B e p16

Os resultados abaixo (GRAFICO 8) representam os achados da avaliacdo da
expressao relativa dos genes celulares RAP1 e pl6 pelo método Delta-Delta CT,
conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). Como RAP1, tem duas isoformas,
RAP1A e RAP1B (Lafuente et al., 2007), sdo apresentados resultados dos dois
genes em comparagao com o gene p16, tendo o gene constitutivo B-actina, como
referéncia endégena e uma amostra negativa do grupo MND como normalizadora de
todas as reacgdes. Os genes alvos RAP1GAP e C3G e 0s genes constitutivos
GAPDH e RLP29, ndo apresentaram amplificacdo nos experimentos de validacao,
necessarios para determinacdo da eficiéncia e comparacdo entre amostras, motivo

da exclusao intencional de maior explanagéo sobre seus resultados.
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GRAFICO 8 — Expressdo génica relativa das proteinas RAP1A, RAP1B e pl6, nos

grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método Delta-Delta CT. A) RAP1A.
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) o grupo CCE
e os grupos NIC 1 e NIC 2/3. (Continua).
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GRAFICO 8 — Expresséo génica relativa das proteinas RAP1A, RAP1B e p16, nos

grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método Delta-Delta CT. B) RAP1B;
C) pl6. Nao foram observadas diferencas significativas da expressédo dos
biomarcadores RAP1B e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. (Concluséo).
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Os dados demonstram menor expressao génica relativa de RAP1A
(GRAFICO 8A) em amostras de pacientes do grupo CCE quando comparadas aos
grupos NIC 1 e NIC 2/3 (p<0,05). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi observada para a analise de expressao génica relativa de RAP1B e pl16 em
amostras de pacientes dos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE (GRAFICOS 8B e 8C).

Alternativamente, a expressao relativa dos genes celulares RAP1A, RAP1B e
pl6 também foi avaliada pelo método de quantificacdo da diferenca da expresséo
génica (rER), conforme descrito por Schefe et al. (2006). O GRAFICO 9 abaixo
apresenta os resultados da avaliacdo da expresséo relativa dos genes celulares
RAP1A, RAP1B e pl6 pelo método de quantificacdo da diferenca da expressao
génica (rER):
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GRAFICO 9 — Expressdo génica relativa das proteinas RAP1A, RAP1B e pl6, nos

grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método rER. A) RAP1A. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) o grupo CCE e o0s
grupos NIC 1 e NIC 2/3. (Continua).
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GRAFICO 9 — Expressédo génica relativa das proteinas RAP1A, RAP1B e p16, nos

grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE, pelo método rER. B) RAP1B; C) p16. N&o
foram observadas diferencas significativas da expresséo dos biomarcadores RAP1B
e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE. (Conclusé&o).
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Os dados também demonstram menor expressdo génica relativa de RAP1A
(GRAFICO 9A) em amostras de pacientes do grupo CCE quando comparadas aos
grupos NIC 1 e NIC 2/3 (p<0,05). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi observada para a analise de expressao génica relativa de RAP1B e pl6 em
amostras de pacientes dos grupos NIC 1, NIC 2/3 e CCE (GRAFICOS 9B e 9C)

Por ultimo, foram realizadas analises de correlacdo e regresséao linear entre
as expressoes génicas relativas de RAP1A, RAP1B e p16 nos grupos NIC 1, NIC 2/3
e CCE, que estdo ilustradas no GRAFICO 10 abaixo:

A) Correlacao RAP1A e p16 (Delta-Delta CT)
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GRAFICO 10 - Andlise de correlacdo da expressdo génica relativa de RAP1A,
RAP1B e pl16, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os
grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. A) Correlagdo RAP1A e p16 (Delta-Delta CT).
Foram encontradas as seguintes correlacées de Pearson para cada grupo: NIC1)
0,483 (p = 0,094); NIC2/3) 0,701 (p = 0,001); e CCE) 0,493 (p = 0,087).
(Continua).
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B) Correlacao RAP1A e p16 (rER)
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GRAFICO 10 - Analise de correlacdo da expressdo génica relativa de RAP1A,
RAP1B e pl16, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os
grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. B) Correlagio RAP1A e p16 (fER). Foram
encontradas as seguintes correlacfes de Pearson para cada grupo: NIC1) 0,485
(p = 0,093); NIC2/3) 0,700 (p = 0,001); e CCE) 0,477 (p = 0,099); C) Correlagéo
RAP1B e p16 (Delta-Delta CT). Foram encontradas as seguintes correlacdes de
Pearson para cada grupo: NIC1) 0,213 (p = 0,484); NIC2/3) 0,765 (p = 0,000); e
CCE) 0,659 (p = 0,014) (Continua).
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D) Correlacao RAP1B e pl6 (rER)
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GRAFICO 10 - Anélise de correlacdo da expressdo génica relativa de RAP1A,
RAP1B e pl6, pelos métodos Delta-Delta CT e rER, entre os

grupos NIC1, NIC2/3 e CCE. A) Correlagdo RAP1B e p16 (fER). Foram
encontradas as seguintes correlagbes de Pearson para cada grupo: NIC1) 0,213
(p = 0,485); NIC2/3) 0,769 (p = 0,000); e CCE) 0,653 (p = 0,015). (Conclusao).

Em resumo, essas analises quantitativas da expressao génica por gPCR
encerram 0s RESULTADOS desse estudo e, juntamente com as analises
qualitativas das trés classificacbes morfologicas da imuno-histoquimica e semi-
quantitativa da morfometria, fortalecem as evidéncias que candidatam a proteina
RAP1 a funcdo de biomarcador da neoplasia intraepitelial cervical associada a

infeccdo pelo HPV, posicao que sera discutida a seguir.



5 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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“Strong evidence now supports the adoption of cervical cancer prevention
strategies that explicitly focus on persistent infection with the causal agent, human
papillomavirus (HPV)”. Assim Mark Schiffman, uma das maiores autoridades do
mundo em prevencdo do cancer cervical, introduz seu mais recente estudo
(Schiffman et al., 2011). Ou seja, o foco na infec¢ao persistente pelo HPV, e ndo na
sua consequéncia tardia — o cancer cervical — estd novamente e agora com mais
forca na base do planejamento dos principais programas de Saude Publica quanto a
prevencao do cancer do colo uterino.

Desta forma, o desenvolvimento de biomarcadores celulares com os objetivos
de diagnosticar, predizer a progressao para neoplasia e tratar a infeccao persistente
pelo HPV poderia contribuir para o controle da propria infeccdo pelo HPV, a mais
comum doenca sexualmente transmissivel do mundo, e, fundamentalmente, o
cancer cervical.

Desde a introducédo do teste de Papanicolaou, em 1941, h4 vasta literatura
sobre as limitacdes da citologia no rastreamento do céancer cervical, apesar da
inquestionavel contribuicdo do método no diagnostico ou na reducdo da mortalidade
por carcinoma do colo uterino. Os maiores problemas concentram-se ndo apenas
em questdes pré ou analiticas do teste, mas particularmente na restricdo do
diagnéstico acurado pela prépria histéria natural da infeccdo por HPV (Thomison et
al., 2008). A FIGURA 31 desta tese mostra isso com clareza. O exame citolégico das
células superficiais da mucosa cervical |4 demonstrada apresentaria, como de fato
ocorreu, resultado falso negativo.

A necessidade e o0 uso dos testes para detectar a presenca e quantificar o
DNA do HPV em amostras cervicais, conhecidos como testes DNA-HPV, sé&o
fortalecidos com o consenso sobre a relevancia da infeccdo persistente pelo HPV
como base para implementacdo de estratégias de prevencdo do cancer cervical.
Entretanto, estes testes apresentam enormes desafios a serem superados para sua
incorporacao nos programas de prevencado e na rotina clinica ginecoldgica como, por
exemplo, a insuficiéncia na triagem da neoplasia intraepitelial cervical, dificuldades
na distingdo entre infecgdo transitoria e persistente, grande variabilidade nas
estimativas de sensibilidade e especificidade, com uma média de 84% (variacdo de
55% a 100%) e 77% (variacdo de 31% a 96%), respectivamente, e a mudanca de
cultura médica para melhor aderéncia as necessidades da metodologia (Caetano et
al., 2006; Tsoumpou et al., 2009; Schiffman et al., 2011).
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No que se refere a aplicacao clinica de p16 como biomarcador da neoplasia
intraepitelial cervical, os dados deste trabalho, realizado com uma amostragem
muito representativa e composta por 319 bidpsias cervicais de pacientes entre 18 e
74 anos, sdo concordantes com as principais observacfes de grande numero de
autores (Klaes et al., 2002; Hu et al., 2005; Lorenzato et al., 2005; Murphy et al.,
2005; Kalof e Cooper, 2006; Thomison et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009).

A maioria desses trabalhos utiliza a classificacdo pioneira de Klaes (2001),
qgue considera, separadamente, a interpretacdo sobre o percentual de células
atipicas presentes no epitélio, a distribuicdo destas células e a intensidade da
imunorreacdo. A classificacdo de Klaes (2001) é a base para a interpretacao e
comparacao de toda a imuno-histoquimica no presente trabalho.

Inicialmente, destacam-se 0s principais resultados encontrados sobre imuno-
histoquimica para p16, que consolidam os dados da meta-andlise de Tsoumpou
(2009), sobre os mais frequentes percentuais de forte reatividade, e sé&o
concordantes com o trabalho de Walts (2009), acerca da estimativa do ponto de
corte entre normoexpresso e hiperexpresso, o que corresponde, na classificacao de
Klaes (2001), aos valores abaixo da média e a partir da forte reatividade,
respectivamente. Somente 3% das amostras do grupo MND e 16,47% das amostras
do grupo NIC 1 do estudo demonstraram forte reatividade para p16, enquanto para
as amostras do grupo NIC 2/3 o resultado foi 89,86%. Esta relacdo direta entre o
grau da neoplasia cervical e a intensidade da coloracdo de p16 suporta 0 uso desta
proteina como marcador especifico da NIC de alto grau, fortalecendo assim o papel
complementar da imuno-histoquimica na avaliagdo morfologica das biépsias do colo
uterino.

Outra referendada caracteristica sobre imuno-histoquimica para pl6
observada foi o nitido predominio de marcacdo de células displasicas, difusamente
distribuidas em toda a espessura do epitélio no grupo NIC 2/3, em contraste com o
percentual predominantemente focal de células distribuidas no terco basal do
epitélio presente nos grupos MND e NIC 1. Este achado ratifica a ruptura biol6gica
existente entre as lesdes de baixo e alto graus (Thomison et al., 2008).

Em nosso estudo, além da classificagdo imuno-histoquimica para pl6
conforme os critérios de Klaes (2001), foram aplicados os critérios de Galgano
(2010). No trabalho deste autor, encontra-se uma categorizagdo dos critérios de

Klaes (2001) em niveis descritivos das caracteristicas da imunorreatividade e a
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inclusao do anticorpo primario anti-Ki67 para comparacdo com pl6. Trata-se de uma
categorizagcdo sintética e pratica das mais provaveis combinacdes das variaveis
independentes de Klaes (2001).

Os resultados obtidos pela classificagcdo de Galgano (2010) para pl16 foram
correspondentes com a classificacdo imuno-histoquimica de Klaes (2001).
Observaram-se também, claramente, os menores niveis relacionados com as
amostras dos grupos MND e NIC 1 e o maior nivel com o grupo NIC 2/3. Apenas
dois casos (2%) do grupo NIC 1 foram classificados com o nivel 3. Nestes dois
casos, foi fundamental a comparacdo com o resultado da imuno-histoquimica para
Ki67. Este marcador da proliferacdo celular contribui para resolucdo de duvidas
guanto a classificacdo morfolégica com pl6.

No que diz respeito a reacdo das amostras do grupo CCE, observou-se
positividade da reacdo na quase totalidade dos casos, 62 (98,41%) em 63 casos,
com predominio da coloragdo em todas as células das amostras teciduais. Estes
dados sustentam a superexpressdo de pl6 no cancer cervical, uma importante
diferenca da subexpresséo que € observada em muitos tipos de neoplasias, como
carcinoma colénico (Romagosa et al., 2011).

Por fim, sobre a hiperexpressao de p16 associada a progressdo do cancer
cervical, salientam-se as recentes evidéncias do papel de pl6 na resposta ao
tratamento e na determinacdo do progndéstico apés radioterapia para carcinomas
escamosos da cabeca e pescoco (Lassen et al., 2009; Fischer et al., 2010). Como a
explicacdo destes fatos pode estar relacionada a diferentes localizagbes
subcelulares de p16 (Romagosa et al., 2011), os resultados até aqui observados,
relacionados a imuno-histoquimica de pl16, particularmente sobre a significativa
expressao citoplasmatica de uma proteina nuclear, também permitem uma reflexao
sobre o melhor uso deste biomarcador na neoplasia cervical, ainda que estudos
protedmicos e pos-translacionais, além das pouquissimas referéncias existentes
sobre regulacdo da expressdo de pl6, sejam necesséarios para o seu melhor
entendimento.

N&o ha duvidas, como discutido até aqui, do papel de p16 no diagndstico da
neoplasia intraepitelial cervical de alto grau e do carcinoma invasor do colo uterino.
Se coubesse alguma contestagdo, provavelmente ela recairia sobre aspectos

técnicos da imuno-histoquimica ou subjetivos do observador.
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Para limitar ou restringir qualquer viés relacionado a imuno-histoquimica, foi
acrescentada ao estudo uma estratégia de morfometria, similar a descrita por
Furstenau (2010), para quantificar, precisamente, a mais polémica das variaveis de
KLAES, a intensidade da reacdo, cujos valores sdo influenciados pela forca da
reacdo antigeno-anticorpo, condigbes gerais de temperatura e pH da reacéo e,
fundamentalmente, o viés do observador (Kalof et al., 2005; Tsoumpou et al., 2009).

A FIGURA 28 sintetiza todos os resultados mais relevantes da quantificacao
da intensidade da imunorreatividade de anti-p16 nas amostras dos grupos MND, NIC
1 e NIC 2/3 utilizando a estratégia da intensidade relativa (RI). Sobre os resultados
de RI de pl6, observa-se uma reproducdo quase idéntica da observagdo por
microscopia optica convencional, ou seja, a reproducao polarizada da expresséo de
pl6 entre lesdes de baixo grau e lesbes de alto grau. Somam-se a estes resultados
a forte correlacdo da expressao de p1l6 com a presenca de HPV na NIC de alto grau
e no CCE, 56,79% e 78%, respectivamente. .

Todos esses resultados consolidam a possibilidade do uso de pl6 como
biomarcador da transformacéao celular por HPV. O fenémeno da transformacao pode
ocorrer, tardiamente, no curso da infeccao por HPV e estd intimamente associado a
integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro, com posterior superexpressao
da oncoproteina viral E7 e inibicdo da proteina supressora de tumor pRb. A
inatividade da pRb proporciona liberacdo do fator E2F e proliferacdo celular
descontrolada. Em conjunto, estas alteracfes induzem superexpressdo de pl6.
Assim, ha uma hiperexpressdo de pl6 independente da via fisiol6gica, tardia,
relacionada e dependente da degradacdo de pRb por E7 do HPV, e néo por
fosforilacdo de pRb decorrente da acdo do complexo ciclina D-CDK4/6 (Romagosa
et al., 2011).

Surge aqui entdo a necessidade de reflexdo sobre duas importantes
limitacbes quanto ao uso amplo de pl6 nas lesbes epiteliais do colo uterino
associadas a infecgédo por HPV e precursoras do cancer cervical.

Primeira: a hiperexpressdo de pl6é é dependente da hiperexpressao da
oncoproteina viral E7, fenbmeno intimamente relacionado a integracdo do genoma
viral e marco conceitual da neoplasia intraepitelial de graus Il e Ill. Por sua vez, a
expressdo de E7 esta regulada, no estagio da infeccdo persistente, por altos niveis
intracelulares da proteina viral E2 (Howley, 2006; Cricca et al., 2007; Xue et al.,
2010).
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Paradoxalmente, a p16 hiperexpressa é inativa. A proteina p16 contribui para
a regulacdo do ciclo celular por inibir o complexo ciclina D-CDK4/6. Ou seja, ha
proliferacéo celular mesmo na vigéncia de elevados niveis celulares de p16 (Kalof et
al., 2005; Romagosa et al., 2011).

Segunda: a expressao de pl6 no longo periodo da infeccdo persistente pelo
HPV e neoplasia intraepitelial cervical de grau | € relativamente pequena, variavel e
controversa, quando comparada a expresséo nas lesdes de alto grau (NIC 2 e IlI).

Portanto, diante das fortes evidéncias atuais da relevancia da infeccao
persistente pelo HPV para o estabelecimento de estratégias de prevencéo do cancer
cervical (Schiffman et al., 2011), das limitacbes dos métodos de rastreamento e,
fundamentalmente, das limitacdes impeditivas da aplicacdo da proteina pl6 no
diagnéstico precoce da neoplasia intraepitelial cervical, torna-se indispensavel a
caracterizagdo de outros biomarcadores, como a proteina RAP1, um forte
biomarcador candidato da neoplasia intraepitelial e cancer cervicais.

Desta forma, ap0s a constatacdo de fortes evidéncias sobre alteracfes
guantitativas e qualitativas da proteina RAP1 relacionadas as proteinas do HPV,
tanto na fase da infeccdo persistente, por acao da proteina E2, quanto na fase tardia
da NIC de alto grau, por acdo da oncoproteina E6, além das alteracdes relacionadas
ao carcinoma de células escamosas (D'silva et al., 2003; Ishida et al., 2003; Mitra et
al., 2003; Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004; Lafuente et al., 2007; Frische e
Zwartkruis, 2010; Smith et al., 2010), inicia-se a discusséo dos resultados desta tese
acerca da proteina RAP1, fundamentando também sua participacdo na infeccéo
cervical persistente por HPV, na progressao da neoplasia intraepitelial e no cancer
do colo uterino, mesmo com toda a restricao bibliografica sobre o tema. Em recente
verificacdo da disponibilidade de trabalhos cientificos, foram contabilizados, no
periodo da redacdo desta tese, cerca de 320 trabalhos sobre RAP1 e cancer e
apenas 4 estudos relacionando RAP1 e cancer cervical. Destaca-se um deste
guarteto, o elegante estudo de Chakrabarti (2004), como precursor desta tese, ainda
no ano de 2006.

No que se refere a imuno-histoquimica de RAP1, segundo os critérios
utilizados das classificagbes de Klaes (2001) e Galgano (2010), os principais
resultados encontrados para a proteina RAP1 sao similares ao da proteina p16. Esta
similaridade ocorre em praticamente todos os critérios dos grupos MND, NIC 1, NIC

2/3 e CCE, exceto quanto a intensidade das reacdes observadas nos grupos NIC 2/3
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e CCE. Ou seja, RAP1 marca praticamente o mesmo percentual de células e tem a
mesma distribuicdo intraepitelial de células imunorreativas que pl6, embora com
menor intensidade da reacdo em pontos especificos. Assim, os dados de RAP1
sobre o predominio do percentual focal de células distribuidas no terco basal do
epitélio presente nos grupos MND e NIC 1 contrastam com a marcagéo difusa de
células displasicas distribuidas em toda a espessura do epitélio no grupo NIC 2/3, e,
mesmo com as diferencas de intensidade da reacdo nas lesbes de alto grau,
também indicam a ruptura biologica existente entre as lesbes de baixo e alto graus
(Thomison et al., 2008).

Do ponto de vista do melhor uso da imuno-histoquimica como método
diagnéstico complementar, espera-se a maior ou mais intensa coloracdo da reacao
para caracterizacdo da positividade ou associacdo com a expressao proteica.
Entretanto, salienta-se que tdo importante quanto a intensidade da reacdo para a
definicdo da hipétese diagndstica sdo as corretas e fundamentais interpretacfes de
quais células estdo imunorreativas e em qual localizacdo tecidual se encontram.
Portanto, o melhor uso da imuno-histoquimica deve favorecer a somatdria dos
fatores internos da reacgao.

Quanto a localizacéo intracelular, a imuno-histoquimica de RAP1 também
reproduz os achados de pl6 e, da mesma forma que a importancia recente da
utilizacdo da localizacdo de pl6 no prognéstico (Romagosa et al., 2011), os
resultados desta tesa corroboram as primeiras publicacbes da translocacdo de
RAP1 para o nucleo de Mitra (2003) e Lafuente (2007) e viabilizam amplas
perspectivas de estudo dos papeis de RAP1 no nucleo de ceratinécitos na neoplasia
cervical intraepitelial ou invasora.

Todos estes paralelos entre as expressées imuno-histoquimicas de RAP1 e
pl6 ficam mais nitidos quando se analisam as sensibilidades da imuno-histoquimica
do biomarcador candidato RAP1 nos grupos MND, NIC 1 e NIC 2/3, assumindo,
como referéncia padrdo, a imunorreacdo do biomarcador pl6. A avaliagdo da
sensibilidade sugere bom desempenho do marcador RAP1 na identificagdo de MND
(89,5%) e NIC 2/3 (91,4%) e 6timo desempenho na identificacédo de NIC 1 (98,4%).
Da mesma forma, a proximidade entre as expressdes imuno-histoquimicas de RAP1
e pl6 é fortalecida considerando os dados sobre a quantificacdo da intensidade da
reacdo imuno-histoquimica para RAP1, segundo os critérios de Furstenau (2010).

Observam-se correlacdes positivas de todos os valores de RAP1 com todos os
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valores de pl6 em todos os grupos estudados e, embora nao significativas
estatisticamente, observa-se aumento progressivo da expressdo de RAP1 com a
progressdo da lesdo cervical. Em sintese, todos os resultados da imuno-
histoquimica apresentados evidenciam a equivaléncia entre RAP1 e p16.

Mas, diante da necessidade de maior aprofundamento nesta aparente
equivaléncia e considerando a caréncia do conhecimento atual sobre as possiveis
implicacbes de RAP1 no processo de carcinogénese cervical, foram planejadas e
executadas as etapas para a quantificacio do mRNA de RAP1A e RAPI1B,
juntamente com a quantificagdo do mRNA de p16 e das proteinas virais E6 e E7 dos
tipos 16 e 18 de HPV por gPCR.

Porém, antes € necessario destacar a grande limitacdo técnica do estudo,
oriunda da dificuldade de obtencdo de parametros seguros de qualidade dos acidos
nucléicos extraidos das amostras de biopsias cervicais parafinadas. A obtencéo de
DNA e mRNA com boa qualidade de amostras teciduais fixadas por formalina e
incluidas em parafina é um desafio experimental, com impacto direto no sucesso das
reacoes. Embora haja completa preservacdo da arquitetura e das proteinas dos
tecidos parafinados, a extracdo de acidos nucléicos de boa qualidade para os testes
moleculares pode ser dificultada pela degradacéo e fragmentacdo das moléculas de
DNA e RNA, principalmente devido a interacdes com formalina. A fragmentacéo dos
acidos nucléicos influencia e limita a selecao de iniciadores e o sucesso da gPCR
(Coombs et al., 1999; Lehmann e Kreipe, 2001). Mesmo assim, esta parte dos testes
moleculares do estudo prosseguiu, obtendo resultados muito restritos na primeira
etapa, relacionada a caracterizacdo da infeccdo pelo HPV por deteccdo do DNA
viral, tipagem do HPV, quantificacdo absoluta da carga viral e quantificacéo relativa
da expresséao génica de HPV 16 e HPV18. Conquanto, os resultados da extracdo de
RNA do tecido parafinado para transcricdo reversa e quantificacdo relativa dos
genes das proteinas RAP1A, RapB e p16 foram melhores e encorajadores.

Em relacdo a deteccédo e tipagem do HPV por Nested- PCR do total de 319
amostras de amostras parafinadas, o DNA do HPV foi detectado em 155 bidpsias
(56,78%), valor pouco abaixo da média maxima de aproveitamento de 65%, quando
a extracdo parte de amostra parafinada (HU et. al., 2005). A deteccdo do DNA esta
intimamente relacionada, no material parafinado, ao tamanho dos iniciadores, dentre
outros (Freitas et al.,, 2007). A amplificacdo sequencial, primeiramente dos
iniciadores MY09/MY11, de 450pb, seguida da amplificacdo do segmento interno
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GP5+/GP6+, de 150 pb, aumenta a eficiéncia da reacdo (Husnjak et al., 2000).
Quanto aos dados da positividade para HPV nos grupos, observa-se aumento do
percentual da deteccdo proporcional a progressdo da neoplasia, similarmente ao
encontrado na literatura (Xi et al., 2009).

Embora a infeccdo pelo HPV seja considerada causa do cancer cervical, a
maioria das infecgdes é transitoria. Entretanto, a infec¢do persistente com HPV
oncogeénico é requisito para o desenvolvimento do cancer. Como a carga viral reflete
a replicacao viral, a quantidade de DNA pode predizer o curso da infeccéo (Xi et al.,
2009). Além disso, a quantificagdo dos niveis de mRNA de E6 e E7 do HPV
correlaciona-se com o prognostico do carcinoma de células escamosas do colo
uterino (De Boer et al., 2007).

Considerando a relevancia atual da determinacdo da carga viral e da
quantidade de mRNA viral, o estudo foi planejado para a obtencdo destes dados.
Entretanto, apds as reacdes de g-PCR, foi constado nimero relativamente pequeno
de amostras, limitando maiores inferéncias estatisticas, exceto a descritiva.

Retornando entédo a questdo central deste estudo, a caracterizacdo de RAP1
como biomarcador da neoplasia intraepitelial cervical associada a infeccdo pelo
HPV, séo apresentados os impactantes resultados da expresséo génica de RAP1A e
RAP1B apds gPCR. As elevadas expressodes relativas dos mRNA que codificam as
proteinas RAP1A e RAP1B nos grupos NIC 1 e NIC 2/3, destacadamente no
primeiro grupo, colocam em evidéncia o papel da proteina RAP1 na histéria natural
da infeccdo por HPV e cancer cervical. Essa pequena GTPase semelhante a Ras
pode se relacionar diretamente aos dois mais importantes momentos da infecgcéao
pelo HPV na mucosa cervical: primeiro, na infeccdo persistente e neoplasia
intraepitelial de baixo grau, que sédo associadas com hiperexpressao da proteina E2;
segundo na neoplasia intraepitelial cervical de alto grau, que é associada com
hiperexpresséao da oncoproteina E6 .

A infeccdo persistente pelo HPV caracteriza-se, sobretudo, por elevados
niveis intracitoplasmaticos e nucleares da proteina E2. Esta importante proteina viral
regula fortemente a transcricdo das proteinas E6 e E7. Outra funcdo muito
importante da proteina E2 é a ancoragem do DNA epissomal viral no genoma do
hospedeiro, por meio da ligacdo a proteina Brd4, uma proteina com papel central no
controle do crescimento celular e progressao do ciclo celular (Mcbride et al., 2004).

A interacdo de E2 com Brd4 é crucial para as func¢des de transativacéo e repressao
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de E2 sobre o promotor E6/E7 (Mcphillips et al., 2005; Yan et al., 2010). Ligada a
Brd4, a proteina E2 compete com a proteina SPA-1. Esta proteina SPA-1, por sua
vez, € uma inativadora de RAP1, que tem sua atividade intensificada quando ligada
a Brd4. Ou seja, a ligacdo da proteina E2 a Brd4 pode favorecer disfuncdo da
proteina SPA1, criando um estado hiperativo de RAP1 no citoplasma (D'silva et al.,
2003; Mitra et al., 2003; Farina et al., 2004; Mcbride et al., 2004; Mcphillips et al.,
2005; Frische e Zwartkruis, 2010; Smith et al., 2010; Yan et al., 2010).

Por sua vez, nas células com integracdo do DNA viral em seus genomas, ha
hiperexpressdo da oncoproteina E6 do HPV. Esta proteina tem papel fundamental
na degradacdo da proteina E6TP1, da familia SPA-1. Esta degradacdo de E6TP1
estd associada a ativacdo da via de sinalizacdo MAPK e hiperexpressdo com
translocacédo nuclear de RAPL1 (Singh et al., 2003; Chakrabarti et al., 2004).

Esse modelo de desregulacdo da proteina RAP1 na neoplasia intraepitelial
cervical associada a infeccdo por HPV esta representado na FIGURA 23 abaixo:

<>

Rapl GTP

FIGURA 23 - Modelo de desregulacédo da proteina RAP1 na neoplasia intraepitelial
cervical associada a infecgcéo por HPV.
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Assim, esta tese, além da inédita caracterizacdo da proteina RAP1 na
progressdo da neoplasia intraepitelial para o céncer cervical, da ampliacdo do
conhecimento sobre esta pequena GTPase e de suas vias no cancer, do
aprofundamento sobre as interacfes entre as proteinas do HPV e proteinas
celulares, do acréscimo da avaliacdo quantitativa da expressao protéica por imuno-
histoquimica e da aquisicdo de experiéncia quanto ao uso de técnicas moleculares
em tecidos, sugere o modelo acima com 0s potenciais eventos progressivos de
desregulacdo da proteina RAP1 no curso da infeccdo por HPV e desenvolvimento
da neoplasia intraepitelial cervical em dois momentos principais, a infeccao
persistente por HPV associada com neoplasia intraepitelial cervical de grau | e a
neoplasia intraepitelial cervical de graus Il e lll.

Em sintese, todos os dados deste estudo confirmam a hipotese que RAP1 é
biomarcador candidato da neoplasia intraepitelial cervical associada a infeccao por
HPV.



6 - CONCLUSAO
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O estudo confirma a hipotese: A proteina RAP1 é um biomarcador com valor
clinico potencial para a identificacdo e a distingdo das lesGes precursoras do cancer
cervical NIC 1 e NIC 2/3 associadas a infec¢éo por HPV.

A proteina RAP1 apresenta 0 mesmo padrdo imuno-histoquimico da proteina
pl6 e suas duas isoformas, RAP1A e RAP1B, demostram maior expressao génica

relativa em diferentes estagios da progressado da neoplasia intraepitelial cervical.
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ANEXO 2: Eficiéncias das qPCR dos alvos celulares

Eficiéncia Beta actina

RNA (ng) ACT

Eficiéncia Rap1A

RNA (ng) ACT

148 2351
048 24,68 Eficiéncia 1085 4 1

052 28,04 0,96
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ANEXO 3: Validacéao para célculo Delta-Delta CT (AACT)

Rapl a
ACT Rap1a -
Log RNA (ng) B actina
1,48 5,68
0,48 4,17
-0,52 4,27
-1,52 4,31

Diferenga ACT < 2
Slope do ACT = 0,4

Rapl b
ACT Rap1b -
Log RNA (ng) B actina
1,48 7,55
0,48 7,33
-0,52 7,63
-1,52 7,88

Diferengca ACT < 1
Slope do ACT = 0,1

pl6
ACT p16-B
Log RNA (ng) actina
1,48 8,72
0,48 8,91
-0,52 9,61
-1,52 9,02

Diferengca ACT < 1
Slope do ACT = 0,1
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ANEXO 4: Eficiéncias das qPCR dos alvos virais (DNA)

Curva padrdo com DNA HPV16 e HPV18

Beta actina
RNA (ng) Log CcT
100 2 18,53
10 1 21,57
1 0 26,54
0,1 -1 30,82
0,01 -2 34,31
0,001 -3 33,49
Eficiéncia 10/%%¢ +1
0,96
E6 16
Copias
HPV/ng
de DNA
celular  Log
Ct médio
1000000 6
100000 5 23,00
10000 4 27,76
1000 3 34,79
100 2 37,07
10 1
Eficiencia 10°/9°% 4 1
0,97
E716
Copias
HPV/ng
de DNA
celular  Log
Ct médio
1000000 6
100000 5 22,59
10000 4 27,44
1000 3 33,12
100 2 36,96
10 1

Eficiéncia 10850 41
0,97

y=-3,3503x + 25,868
R2=0,9369
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100 2,0
10 1,0

Eficiéncia 1085 41
0,97
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ANEXO 5: Eficiéncias das gPCR dos alvos virais (cDNA)

Curva padrdo com cDNA HPV16 e HPV18

Beta actina
RNA (ng) Log CcT
100 2 18,53
10 1 21,57
1 0 26,54
01 -1 30,82
0,01 -2 34,31
0,001 -3 33,49
Eficiéncia 1009 4 1
0,96
E6 16
Copias
HPV/ng
de DNA
celular
Log  Ct médio
1000000 6,0 17,21
100000 5,0 22,52
10000 4,0 28,67
1000 3,0 31,85
100 2,0 36,91
10 1,0
Eficiéncia 1009 + 1
0,98
E716
Copias
HPVIng
de DNA
celular
Log Ct médio
1000000 6,0 12,53
100000 5,0 17,28
10000 4,0 21,80
1000 3,0 26,53
100 2,0 32,49
10 1,0 37,35

Eficiéncia 1005 +1
0,98

y=-3,3503x+25,868
R?=0,9369

BNA(ngI)

4 3 2 1

40 1
35 1

ACT

30 A
25 4
20 A
15 1
10 A

Y= -4,873x+ 46,924
R2=0,9915
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6 8
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Log  Ct médio
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10000 4,0 36,81
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Copias
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Log Ct médio
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100 20 3811
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Abstract

RAP1 (RAS proxmaite 1), asmall GTP-binding protein of the RAS superdamily, is a putative
oncogene that is highly expressed in several malignant cell ines and types of cancers, in-
cluding some types of sqguamous cell carcnoma. However, the partici pation of RAP1 in car-
wical canzinogeness is unknown. We conducted a cross-sectional study of paraffin-
embedded carvical biopsies o detemine the association of BAP1 with cenvical intragpithe-
lial necplasia (CIN). StEandard and guantitative immunohistoc hemistry assessment of BAP1
expresson in fixed tssue was performed on 183 parafin-embedded cendcal blopsies that
wene classifed as nomnal or non-dysplastic mucosa (NDM) (n=33); CIN grade 1 (n= 84)
and CIN grade 2/3 (n=86). A gradual increase in RAP1 expression in NDM = CIN 1 <CIN
23 (p=0.007) specimans was observed and was in agreament with the histopathologic di-
anoss. A progressive increase in the RAP1 expression levels increased the Askof CIN A1
jordds ratic (OR) = 3.50; 95% confidence interval (Cl) 1.30-10.64] 3.5 fold and the sk of CIN
213 (0R=19.86, 95% C| 6.40-70.79) neardy 20 fold whan compared o NDM. In addition, sta-
neoty pe ondinal regression analysis showed hat this progressive increase in RAP 1 expres-
=ion mone strongly impacted CIN 23 than CIN 1. Our findings suggest that BAP1 may ba a
useful biomarkerfor he diagnosis of CIN.

Introduction

Cervical cancer, which is caused by high-risk Human papillomavirus (HE-HPV), is the second
maost frequent cancer in women worldwide [1]. Great efforts have been made during the last
two decades to obtain useful markers that can be used in clinical practice for the proper
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identification and follow-up of precursor lesions of cervical cancer, aleo known as cervical
intracpithelial neoplasia (CIN). Currently, the main biomarkers applied for CIN detection are
proteins related to the cell cycle, such as p16" " **, Ki-67, minichromosome maintenance 7
and 2 (MCM7 and 2), topoisomarase 1 alpha, and cpclin D1, all of which have altered epres-
sion due to the effects of HPY on the cell cyde. The Plﬁ‘“"’" protein the best known surrogate
biomarker of high grade lesions and also considered an indicator of the E6 and E7 overexpres-
sion in cervical lesions [2-5]. Among the small T Pases, current research indicates the partid-
pation of RACI and RHO in the progression of cervical neoplasia [67]. However, the
participation of RAP] GTPase in cervical cardnogenesis remains unknown.

BAPT (RAS proximate 1), 2 small GTPase of the RAS superfamily, and its regulatory pro-
teins are involved in cell cycle progression, ditferentiation, survival and adhesion [8,9]. RAP1 is
activated by a wide variety of external stimuli, and it functions asa signal transducer that
switches between its inactive GDP-bound form and its active GTP-bound form. This switch s
regulated by several guanine nudeotide exchanger factors (GEFs), which serve as activators,
and (G1'Pase-activating proteins (RAPGAPs), which act asinactivators [10,11]. RAP1 scems to
playa role in cancer cell growth, invasion, and metastasis, and dysregulation of BAP1 activa-
tion has been described in several malignant cell ines and cancers, such as aropharyngeal squa-
mous ccll carcinoma (SCC), papillary thyroid cancer, breast cancer, renal cdl cardnoma, and
medanoma [12-18].

Associations between HFV-mediated oncogenesis and alteration of the RAP1 signaling
pathway have been described. The HR-HFY E6 oncoprotein targets the protein E& TP, a
kmown RAPGAP, for proteasome-dependent degradation and consequently enhances the GIP
loading of RAP1 with subsequent activation of the MAPE signaling pathway and RAP1 over-
epression [19.20]. Lizewise, in HPV-infected epithdial cdls, the interaction of the HEV E2
protein with the cellular bromodomain protein Brd4, a cel cycle progression regulatar, en-
hances the RAP GAF activity of SPA-1, which disrupts the proper halanoe of RAF] activation

21].

Thaose findings led us to investigate the cepression levels of BAPI in low- and high-grade
CIM lesions to address the potential use of this putative oncogene as a cervical neoplasia bio-
marker. By comparing the immunostaining pattern of RAP1 in cervical spedmens of CIN 1
and CIMN 2/3 to that of non-dysplastic muensa (MDM), we verified that RAP] expression grad-
wally increased with the severity of the cervical lesions. Moreover, we found a strong assoda-
tion of RAP 1 overexpression in high grade lesions,

Materials and Methods

Ethics Statement

"This cross-sectional study was approved by the institutional review board of the Universidade
Federal de Minas Gerais (certificate number C AAE-0397 0 203, 245-09). The need for written
informed consent from the donor or the next of kin for the use of the paraffin-embedded sam-

plesin this research was waived by the institutional review board of the Universidade Federal
de Minas Gerais,

Study Parficipants

Two hundred and fifty-two paraffin-embedded cervical biopsies, normal or NDM (n = 65),
CIN1 (n=102) and CIN 2/3 (n= 85), were collected from different individuals between May
2009 and March 2011 from the archives of the Hospital das Clinicas, Universidade Federal de
Minas Gerais, Brazil. The majority of the patients were predominantly from the State of Minas
Gerais, Brazil. Patients from other states, of the Southeast, North and Northeast regions of
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"1.\
Salaction (n = 252}
MOM: 65
CIN 1102
CIM 273 85
J

Inelesion critera:

- Consensus diagnosis

- NOM group: negative for HPY
- GIN groups: positive for HPY

Immunchistochemistry (n = 183)
NDM: 3385 (50.8%)

CIM 1: 84102 (82.4%)
CIN 2/3: 6685 (77.6%)

Image-based uniplex methad (n = 100}
NDM: 18/33 (54.5%)
CIN 1: 50/84 (59.5%)
CIN 2/3: 32066 [48.5%)

-

Fig 1. Study procedures and oulcomes. The flow dagam shows the numiber of samples that were
obtamed from the laboratony file 85 wellas hose fat wee ncuded inthe mmunohsiochemis iy and
slatiebealanalyses.

A1 374 sl pone 0123531 001

Brazil were also included The mean age of the patients was 38 years, ranging from 18 to

74 yearsold. Inclusion criteria were reviewed and dassified as consensus diagnosis by two certi-
fied pathologists (M.AP.X and LP.E) and HFV DMA detection. The study procedures are
summarized in the flow diagram shown in Fig L.

HPV genotyping

DA was extracted from five serial sections (10 pm) of each paraffin-cmbedded sample using
the QlAamp DM A FFPE Tissue Kit ((Yiagen, Dissddorf, Germany) according to the manufac-
turer's instructions. Mested PCH amplification was performed using the external primers
MY11and MY and the internal primers GP5+ and GP&+, which were designed to amplifya
150-bp product from the L1 gene of several HPY types, as desaibed dsewhere [22,23]. For
HFY genotyping, the gd-purified, 150-bp amplicons (QlAquidk Gel Extraction Kit, QIAGEN
Inc., CA, USA) were sequenced in both directions (Applied Biosystems 3730 DNA Sequencer;
Life Technologies, USA), and a BLAST search was carried out to identify the HPV types. DNA
extracted from HPY-18-infected Hela ools was used as a positive control To determine the

PLOS ONE | DO 101371 joumal pone 012353 Apnl9, 215 Mz
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DM A integrity and identify the presence of PCR nhibitors, all samples were also tested by PCR
using primers PCO3 and PO, which amplified the beta-actin gene [24].

Immunchistochemistry

RAP1 and plﬁmm'" immunostaining was performed on 4-pm sequential sections of formalin-
fixed, paraffin-embedded biopsy specimens using the Novolink Polymer Detection System

(M ovocastra, Leica Microsystems, USA). Deparaffinization with xylene and rehydration
through a graded aloohol series was followed by antigen retrieval by heating to 90°C for 10
minutes in EDTA buffer, pH 9.0, After blocking endogenous peroxidases (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark), the deparaffinized sections were incubated for 1 hour at room tempera-
ture with anti-RAPI oranti-pl6™ " * antibodies (rabbit palyclonal to RAP1A+RAPIB;
ah40814, Abcam, 1:120 dilution; mouse monodonal to pl6™***, 5511 54; clone G175-405,BD
Pharmingen Bioscienses, dilution 1:110). The sections were then incubated at room tempera-
ture for 30 minutes with the B ovolink polymer D% and washed twice with Tris-barate saline
for 5 minutes, Peroxidase activity was devdoped using a diaminobenzidine (DakeC ytomation,
Glostrup, Denmark) solution for 30 minutes at room temperature, counterstaining was per-
formed using Harris hematooylin, and then evaluated by light microscopy.

RAP1 and p16™** expression levels in the NDM and CIN groups were evaluated accord-
ing to criteria proviously described by Galgano and collaborators [25]. The scoring of RAP1
and pl R was graded as pattern I (no staining), pattern | (weak staining in 5%-25% of the
cells distributed in the hasal third of the epithelium), pattern 2 (moderate staining in 26%-50%
of the cells distributed in the basal third of the epithdial thickness), and pattern 3 (strong stain-
ing in =50% of the cells that were distributed in two-thirds of the entire epithdial thickness).
RAP1 andplﬁmh”' expression levels were considered normal for pattern 0 or 1 and high for
pattern 2 or 3,

To limit the potentially subjective visual assessment of the RAP1 and pl6™** immunohis-
tochemical score, we used the image-based uniplex method [16] to measure the relative intensi-
ty (RI) of RAP] and pl 6" ** protein expression in a representative number of samples, The
16-bpp TIF images of the tissue were captured using an AxioCam MR digital camera
equipped with AxioVision software and attached to a Zeiss Axio microscope (Carl Zeiss Mi-
croscopy, Cambridge, U K). Images spanning the full range of intensity levels were analyzed
using Image] 1.37v processing software (Mational Institutes of Health), which provided area
and pixel value statistics of the user-sdected region of interest (RO, Ten 1- mm’ areas were se-
lected as ROMs in the epithelium and stroma by a certified pathologist (M.AP.X.). The RI of
biomarker staining (relative protein expression) was calculated in R units by dividing the
mean pixel intensity of equal ROIs containing stroma (Ibackground) by the mean picd intensi-
ty of equal RO ks containing epitheial cdls (ftest). This algorithm accounted for variations in
background staining related to the immunchistochemistry routine.

Statistical analysis

Assndations between categorical variables were evaluated using Fisher's exact test, and differ-
ences between continuous variables were determined using the two-sample T-test. To estimate
odds ratios (OR) and the corresponding 95% confidence intervals (Cls) for the association
between CIN and change in BAP] expression, we compared normal and high expression of
MDM to that of CIN 1 and of CIN 2/3 and CIN 1 to thatof CIN 2/3, To establish a reatio rl.:]'liP
between CIN and the change in RAP] expression, we fitted the stereotype ordinal logistic re-

gression model, g [Lw] =, + 0 fx, where j = 2,3 represents the CIN 1 and CIN 2/3

PLOS ONE | DOL 101371/ joumal pone 0123531 Apild, 2015 a/12



@ PLOS | CNE Rap1 is Biomarker for GIN

Fig Z Immunohistochemical stining of RAP1. Lefi—Sguamocolemnar juncton of non-dysplastc censcal
miscesa [MDM) showing very wesk mmunostanng for RAP1 inthe cytopiasm of basal cedls and no sining
inthe ntemmeadiate and superficial cells. Modie—CIN 1 showingmoderaie stamng for RAF1 in celis
deribaried inihe basalthird of the epithelivm and showang RAF1 expression in neutrophils. Right CIN 23

showing stong stanng for RAP1 in cells diffusety distrbuied throughout e entire eplihelial fickness, wih
nicbear tanskocaton of RAP1.

01 37 fpamal pone 0123531 000

dasses, respectively, and x= 0,12 3 represents the RAP] immunochistochemical expression,
and we estimated the value of ff as proposed by Anderson [26]. The coefficient significance was
tested using the Log-likdihood method. A result was considered statistically significant when
p<0.05. The statistical analyses were performed using MINITAB 16 (Minitab Inc., State Cal-
lege, Pennsylvania) and R (Version 2.15.3; httpalfwww. r-project org) with the VGAM package
statistical softwares.

Results
RAP1 expression and HPV detection

The RAP] and pl A apression levels in NDM, CIN 1, and CIN 2/3 lesions are shown in
Fig 2,in 51 Figand Table 1, which also include the HPV-16, HPV-18 and HPV-31 types that
were detected in the CIN groups. p16™ " ** was used as an immunohistochemical reference for
our study. RAP] wasundetectable in 36.4% of the WD M samples (12/33), and once verified in
the NDM group, RAP] immunostaining was very weak and predominantly restricted to the
bazal layer of the epithdium in 424% of the samples (14/33) and was classified as pattern 1 (as
described in Material and Methods). Only 7of the 33 cases of NDM presented moderate stain-
ing of RAP1 in 26%-50% of the cells that were distributed in the basal third of the epithelial
thickness (pattern 2). Unlike what was observed in NDM, BAP] expression was observed in
100% of the CIN 1 samples. About half of the CIN 1 samples (43/64) presented a moderate
BAP] immunostaining in dysplastic cclls in the basal third of the epithelium (pattern 2), and
the ather half presented weak immunostaining of BAF] expression, as described for pattern 1.
In contrast, 85% (56/66) of the CIN 2/3 lesions presented moderate or strong immunostaining,
indicating much higher RAP] expression levelsin high-grade lesions than those observed in
NDM or CIN 1 biopsies (p<0001). Indeed, a predominance of strong, diffuse RAP] staining
throughout the thickness of the epitheliom was observed in 59.19% (39/66) of the CIN 2/3 le-
sions, Notably, pl6™ " ** showed the same immunchistochemical patterns described by Gal-
ganoand colleagues in WDM, CINI and CIN2/3 samples [25]. Strong nuclear staining for
FAP] was observed in approximately 70% of the CIN 2/3 lesions (Fg 2C), while weak nudear
staining was only observed in some basal cells of the CIN 1 (Fig 2B and 2A). No cytoplasmic or
nuclear staining was observed in intermediate or superficial cells of the NDM samples (Fig
24). RAP] was strongly expressed in neutrophik and endothelial cells and was weakly express-
od in lymphocytes and stromal mononudear cells (Fig 2B and 2C).

A predominance of HPV-16in 60.7% (51/84) and 72.7% (48/66) of the CIN 1 and CIN /3
samples, respectively, was observed. HPV-18 was detected in 38.1% (32/84) and 25.8% (17/66)

PLOS ONE | DOL10.1371/joumal pone 0123531 Aprlg, 2015 5/12
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Table 1. Scoresof RAP1 and p168™™* immun ohistochemical expression in precursor lesion s of cervical neop lasia.

Imimu neh istochemistry HOM CIN 1 CIN 23
RAP1 N %) N %) N %)

1] 12 (36.4) 0 ) 691}

1 14 2.4 43(512) 4(6.1)

2 7(21.2) 41 (48.8) 17 (25.8)
3 0 (o) 0 ) 39 (50.1)
Total 33 (100} B4 (100 66 (100
pigs N () N N

o 1 ERg 3 EE 20

1 14 42.4) 33 (30.3) 2 (3.0

2 B (2.2) 47 (5600 345

3 0 (0 1{1.2) 59 (89.4)
Total 3 (100} B4, (100} 66 (100}
Level expression HDM CIN1 CIN 23
RAP1 N=33 N=84 N=66
Nomal (patiem 0 or 1) % 43 10

High (patiem 2 or 3) 7 4 56
plghee =33 =84 N=66
Normal (patiem 0 or 1) 25 3% 4

High (patiem 2 or 3) 8 48 62
Presence of cervical NDM CIN1 CIN 28
High-risk HPY DNA N (%) N (%) N (%)
HPFV-18 0 (i 51 (80.7) 48 (T27)
HPV-18 0 (0 32 (38.1) 17 (258)
HPV31 0 (i 1(1.2) 1(1.5

Abbreviabons: NDM—non-dysplastc mucesa;, CIN—eenscal inraspiheaial neoplasa.

G0 1013 poimreal_pane 01235311001

of the CIN Land CIN 2/3 samples, respectively. HPV-31 was detected in only one sample from
each group (Lable 1),

Morphometric evaluation of RAP1 expression

To limit the subjective visual assessment of immunohistochemical staining, we also performed
amorphometric evaluation of RAP] and p16™ " ** expression levels. We measured the relative
intensity (RI) of chromogen staining asa measure of the relative RAP1 and p16™** protein
epression in NDM, CIN 1, and CIN 2/3 lesions (Fig 3). Our data showed higher RAP1 expres-
sion in CIN 2/3 samples compared to NDM and CIN 1 samples (p<0.05) and m CIN 1 samples
compared to N DM samples (p=0.05), similar to the data obtained by standard microscopy
analyses. AP and plﬁm“”' immunohistochemical morphometric patterns were similar ex-
cept for the significant difference (p<0.05) between EAFL and pl A expression observed

in the CIN2/3 group (Fig3).

Overexpression of RAP1 and CIN progression

The assodation between RAP] expression and risk of CIN progression was determined to per-
form comparisons between all groups. The table 2 presents the odds ratios ((ORs) and 95%
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Fig 3 Morphometric analysis of RAP1 and p16™™* immunchistochemical staining. Relsive Intena ity
(R} data of RAP1 antd p1& expeason nNDM, CIN 1, and CIN 2/3 samples are apreased in Do pit
format, with boxes strefching from the 25 percentileto e 75° parcentile and fie line across the

b representing e median values. Statistically ssgnificant difierences (p <0.05) are shown by dotisd lnes.

do 0157 fumal pore 0123531 9003

confidence intervals (Cls) for the study of association between RAP] expression levels (normal
and high) in the DM, CIN 1, and CIN 2/3 samples. We observed that high levels of RAP1
raised the risk of CIN 1 by 3.5 fold [(OK) =3.50; 95% confidence interval (CI) 1.30-10.64] and
the risk of CIN 2/3 by nearly 20 fold (OR = 19.86, 95% CI 6.40-7080) compared to NDM and
increased the riskof CIN 2/3 5.8 fold (O = 5.80; 95% C1 2.51-14.52) compared to CIN 1.

The rdationship between CIN grade and variation in RAP] expression were determined
using stereotype regression analysis. The table 3 summarizes the results of the fitted model. Ac-

cnrdi:ngtnt]'h:—mndd.fug[%] — 24 fx =23 andx=0,123 and with identiisbility

constraints (B 2a = 1 thepae = 0) a5 in Anderson and colleagues (26), we estimate feng a0 =
036and fi = 2.98. Therefore, we estimated the relation between risks ratio and RAP1

Table2. Associations between RAP expression and righ of CIN progression.

Ratio Oft 5% C1 prualue
CIM 1 fNCk 3.5 1.30,10064 .00
CIN 243 / NDM 19.87 6.40,70.80 <000
CIM 23 / CIN 1 5.80 2511452 <000

Abbreviations: OR—Odds rato; NOM—non-gyeplastic mucoss; ClN—oervical nraepinels neoplasia

oot 1013 fpumal_pone 0123531 1002
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Table 3. Estimated coefficlents, standard errors, 2-scores, and two-talled p-values for the fitted stereotype regression model.

Coeffickents Estimate (35% C1) SE Z-500ME P value
HHDM o — — —
PN 0.36 (0.220.50) 0.07 473 <0001
ACINZ3 1/ - - -
aCiN 1 -0.30 F1.04, 0a4) 0.38 0.9 02146
aCiN 23 -1.56 H6.06,-3.07) 0.76 -587 < 001
B 2.98 (2163 80) 0.42 7.10 <0001

Loq-likedingod: -1.36 .46

Abbrevations: SE—Standand emor;, NDM—non-dyapia e mucosa; C IN—cenical ntmephelial neoplasia.
* identfability conatraints propos ed proposed by Anderson [26].

Qo 1013 ol ponee 01235310000

expression is log | =2 sl _ 4.5 + 2.98x for CINZ/3 and bg[

o= .30+
Tk T

(1L.36) 2.98x for CIN1. Beta value is statistically different from 1, showing the influence of the
increasing in RAP1 in the risk of CIN compared to NDM.

However, since the estimate for the weight of the RAP 1 expression influence in risks ratios
for CIM1 dass, Mgy, is statistically smaller than 1, stercotype ordinal regression analysis also
showed that this progressive increase of RAP 1 impacts more strongly in CIN2 /3 than CIN 1
Deviance residuals of the modd indicated general goodness of fit of the mode to the
obtained data.

Discussion

In this cross-sectional study, we found a strong assodation of RAP] with a significant increased
riskof progression of CIN 1 and CIN 213 by comparing the RAP] protein expression levels at
different degrees of cervical intracpithelial neoplasia using standard and semi-quantitative ap-
proaches. RAP] expression levels were predominantly undetectable or basal in normal squa-
mous mucosa, but RAP1 expression gradually increased according to the severity of the
cervical lesions,

The two main limitations of this study were the quality of the DA that was extracted from
paraffin-cmbedded samples for HPV detection and typing and the subjective bias of the quali-
tative assessment of immunchistochemistry. To circumvent those limitations, we used alarge
number of cervical lesions and performed morphometric analysis, respectively. Another limita-
tion was the interference of nonepithelial cdl immunostaining in the RAP1 morphometric
analyses. The constitutive expression of RAF] in neutrophils, lymphocytes and endotheial
cells may have interfered with the calculation of the relative intensity (Rl index due to the in-
areased number of inflammatory cells and angiogenesis that was frequently ohserved during
CIN progression [27].

Avery weak BAP1 cytoplasmic expression was observed in the basal cells of some N DM
samples presenting inflammatory infiltrate in its the stromal tissue (Fig 24). This may be due
to cell proliferation induced by the inflammatory process of the cervical mucosa. Interestingly,
avery discrete immunostaining of pl6™F** was also ohserved in some NDM inflammatory
cervical samples (51 Fig) as also described dsewhere [28].

We observed a strong nudear staining for RAPL in CIN /3 samples, as previously reported
in oropharyngeal SCC cell lines and human oral mncer specimens, and for other small
(T Pases, such as RHO and RACI, in premalignant lesions and cervical cancer [6,7,12,29]. Be-
cause only the active GTP-bound form of AP translocates to the nudeus, we can infer that
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the strong nuclear staining of RAF 1 that was ohserved in the CIN 2/3 spedmens indicated the
presence of active RAPL and its putative role in the malignant prooess [11,12].

In this context, RAP 1 is a cdlular biomarker because it can distinguish different groups of
precursor lesions of cervica arcinoma [2.25] Asshown in Table 3, our analyses support the
use of RAP1 asa CIN biomarker because both the coeffident oy ; and coefficient oepg 202
influence the f§value. However, the weight of the growing shift in the immunachistochemical

pattern of logit log [‘Tﬂ;‘] is much mare relevant than in the logit log [&] . For such risk es-

Tl

timates, we use the parsimonious stereotype model, which is more flexible and better preserves

the ordered outcomes by imposing a linear structure in the model’s logit [20,21]. Inaddition to

its use as a diagnostic and potential risk progression biomarker, an advantage of RAF1 could

be the manipulation of RAP1 signaling pathway componentsin the cervical microenvironment
32].

The very different expression patterns of RAPL, Le., weak/moderate expression in CIN 1
lesions in contrast to the strong RAP] expression observed in the vast majority of CIN 2/3 le-
sions, suggest a distinct influence of HFY on RAP] expression during the deveopment of cer-
vical cardnogenesis. CIN | and epithelial mucosa persistently infected with HPV are
characterized by high levels of cytoplasmic and nudear HFY E2 protein, which binds to the
Erd4 protein, a cellular protein that mediates several processes important for the viral life opde,
including viral genome maintenance and replication [33,24]. When bound to Brd4, E2 com-
petes with SPA-1, a RAPGAP. Hence, it is possible that E2-Brdd binding favors the dysfunction
of 5PA-1, areating a hyperactive state of RAP] [35]. On the other hand, overexpression of
HE-HPV E6 protein, especially after integration of the HPY genome into the host genome in
high-grade dysplasia (CIN 2/3), may activate BAF]-mediated signaling pathways during cellu-
lar transformation through the down-regulation of ESTP] [36].

Ohur results suggest that RAPL (1Pase acts asa new biomarker with potential dinical value
for severity assessment of cervical epithelial neoplasia. However, studics of RAP] expression
and its regulators in epithelial cells that are associated with HPY infection as well as prospec-
tive ohservational studies with a long-term follow-up will be required to elucidate the role of
BAFI in cervical cardnogenesiz and to identify the clinical rdevance of RAPI in cervical
CANCEr Progression.

Supporting Information

51 Fig. Immunohistochemical staining of plﬁm. Left—5quamocolumnar junction of
non-dysplastic cervical mucosa (W DM) showing very weak immunostaining for pl A i
the cytoplasm of basal cells and no staining in the intermediate and superfidal cdls. Middle—
CIN 1 showing moderate staining for plﬁm-“’" in cells distributed in the basal third of the epi-
thelium. Right—CIN 2/3 showing very strong staining for p16" " in cells diffusely distribut-
od throughout the entire epitheial thickness,

(TIF)

$1 Dataset. Data set for Fig 3 “Morphometric analysis of RAP1 and p16™"** immunchis-
tochemical staining.”

(X18X)

52 Dataset. Dataset for Table 1 “Scores of RAPI and pl6™*** immunochistoch emical ex-
pression in precursor lesions of cervical neoplasia®,

(XL1SX)
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53 Dataset. Dataset for Table 2 “Associations between RAP 1 expression and risk of CIN
progression”,

(KI5X)

54 Dataset. Dataset for Table 3 “Estimated coefficients, standard errors, z-soores, and two-
tailed p-values for the fitted stercotype regression modd”.

XL5X)
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