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RESUMO

O cancer de colo uterino se inicia com a progressao de lesdes pré-malignas conhecidas como
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC). Algumas evidéncias t€ém sugerido a participacdo do
Papilomavirus Humano (HPV) nesse processo. A infec¢do viral induz a expressdo de
marcadores, que possuem relagdo direta com o processo neoplasico, podendo ser usado como
ferramenta complementar para o diagndstico. Nesse contexto, o presente estudo tem como
objetivo associar a presenca do HPV com a expressdo das proteinas Ki-67 ¢ MYC em
pacientes portadoras de NIC. O estudo contou com 173 pacientes, atendidas nos ambulatdrios
de Patologia Cervical da MEAC. Em todas, as lesdes suspeitas foram biopsiadas e
encaminhadas para o laboratorio de patologia da UFC para estudo histopatologico. Os tecidos
biopsiados foram submetidos a hibridagdo in situ, para detec¢do de HPV pelo método
GenPoint®, e a imunohistoquimica, para identificacdo das proteinas celulares Ki-67 e MYC,
através do método da estreptoavidina-biotina-peroxidase. As pacientes tinham idade de 14 a
54 anos (mediana de 30 anos). A analise histopatologica revelou, para o diagnéstico de NIC,
que 41%, eram NIC I, 24,9% NIC II e 34,1% NIC III. Considerando a faixa etaria, encontrou-
se correlagdo positiva quando associada com o grau de NIC (p = 0,001), estando a maior
frequéncia de NIC III nas pacientes com idade de 31 a 40 anos. A presenca de HPV foi
detectada em 17,3% dos casos. O marcador de proliferacdo celular Ki-67 foi positivo em
80,3% das amostras. A positividade desse marcador foi de 40,3% em paciente com NIC I,
26,6% com NIC IT e 33,1% com NIC III. Considerando a presenca de HPV, observou-se que
100% dos casos foram positivos para o marcador Ki-67 (p = 0,000). A andlise da expressao
nuclear da proteina MYC identificou positividade em 61,8% dos casos. Entre as pacientes
com o diagnostico para NIC, pode-se observar que foi positivo para o marcador MYC, 42%
em paciente com NIC I, 26,2 % com NIC II e 31,8% com NIC III. A presenca de HPV foi
identificada em 83,3% no caso de MYC positivo, mostrando uma correlagdo positiva (p =
0,007). As andlises do Ki-67 mostrou que o indice de proliferacdo celular pode ser o
diferencial entre os graus da lesdo. Observou-se ainda, que a desregulacdo de MYC parece ser
um evento inicial e independente da presenga do HPV, e que a concomitantemente expressao
do MYC e do Ki-67 podem estar associadas com a severidade das lesoes na presenca do virus.
Esse achados pode ser utilizado como importante instrumento na avaliacdo das lesdes
precursoras do cancer do colo uterino, favorendo com um bom progndtico no aparecimento
precoce das lesdes.

Palavras-chave: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC). Papilomavirus Humano (HPV). Ki-
67. MYC. Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

Cervical cancer begins with the progression of premalignant lesions known as cervical
intraepithelial neoplasia (CIN). Some evidence has suggested the involvement of the Human
Papillomavirus (HPV) in the process. The viral infection induces the expression of markers
that have a direct relationship with the neoplastic process and may be used as an additional
tool for the diagnosis. In this context, this study aims to associate the presence of HPV with
the expression of Ki-67 and MYC protein in women with CIN patients. The study included
173 patients treated in clinics of the MEAC Cervical Pathology. In all, the suspicious lesions
were biopsied and sent to the pathology laboratory of the UFC for histopathology. The
biopsied tissue was subjected to in situ hybridisation for HPV detection by GenPoint®
method and immunohistochemistry for the identification of cellular proteins Ki-67 and MYC
through the streptavidin-biotin-peroxidase method. The patients were aged 14-54 years
(median 30 years). Histopathological analysis revealed, for the diagnosis of CIN, 41% were
CIN 1, 24.9% CIN 1II and CIN III 34.1%. Considering the age group, there was a positive
correlation when combined with the degree of NIC (p = 0.001), the highest frequency of CIN
IIT in patients aged 31-40 years. The presence of HPV was detected in 17.3% of cases. The
cell proliferation marker Ki-67 was positive in 80.3% of samples. The positivity of this
marker was 40.3% in patients with CIN I, 26.6% with CIN II and CIN III with 33.1%.
Whereas the presence of HPV, it was observed that 100% of cases were positive for Ki-67
score (p = 0.000). Analysis of the nuclear expression of MYC protein identified positive in
61.8% of cases. Among the patients with a diagnosis of CIN, it can be observed that it was
positive for the marker MYC, 42% in patients with CIN I to CIN II 26.2% and 31.8% with
CIN III. The presence of HPV was found in 83.3% in the case of a positive MYC, showing a
positive correlation (p = 0.007). The analysis of Ki-67 showed that the cell proliferation index
can be the difference between degrees of injury. It was also observed that the MYC
dysregulation appears to be an early and independent of the presence of HPV event and
concomitantly the expression of MYC and Ki-67 may be associated with the severity of the
lesions in the presence of the virus. These findings can be used as an important tool in the
evaluation of precursor lesions of cervical cancer, favorendo with a good prognético in the
early appearance of the lesions.

Keywords: Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN). Human Papillomavirus (HPV). Ki-67.
MYC. Molecular Markers.
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1. INTRODUCAO

11. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPYV)

1.1.1. HISTORICO

As lesdes verrucosas e papilomatosas que comprometem a pele vém sendo descritas
desde a antiguidade. Os estudos greco-romanos ja relatavam o surgimento desse tipo de lesdes
cutaneas, porém nao conseguiam diferencia-las das sifiliticas e das gonorréicas. Nesse mesmo
periodo, ja se evidenciava a possibilidade de o contagio ser sexual, visto que estavam presentes
em individuos de comportamento homossexual, incestuoso ou promiscuo (DAS DORES, 2005).

No periodo entre 1760 a 1839, o médico italiano Rigoni-Stern verificou o aumento de
cancer de colo uterino em mulheres casadas, viivas e prostitutas e raros em virgens e freiras,
sendo esse trabalho, que foi publicado em 1842, feito a partir do estudo com obituarios dessas
mulheres em Verona (ZUR HANSEN, 2009).

No comeco do século XX, as intensas mudancas sociais, 0 surgimento ¢ a difusdo dos
anticoncepcionais hormonais orais propiciaram maior liberdade sexual, acarretando um aumento
significativo na incidéncia das doencas sexualmente transmissivel (DSTs), o que favoreceu o
interesse clinico em estuda-las. Durante mais de um século, pesquisadores procuraram, sem
sucesso, determinar o agente causador dessas lesdes e sua relagdo com cancer de colo uterino
(DORES, 2005; KING et al., 2009).

A falta de evidéncias, que comprovassem a verdadeira etiologia do cancer de colo
uterino, estimulou novas pesquisas. O agente causador das verrugas em humanos foi
caracterizado pela primeira vez em 1907 por Ciuffo, porém, somente em 1933 foi isolado o virus
Papilomavirus Humano (HPV) por Richard Shope (PALO et al., 1996).

Achados historicos publicados em alguns estudos cientificos mencionam que a
associacdo do virus HPV com o cancer de colo uterino vem acontecendo desde 1949. Nessa
época o médico patologista George Papanicolaou identificou alteracdes celulares pré-malignas
em algumas mulheres Nesse mesmo periodo, Strauss e Swan (1949) visualizaram o virus através
de microscopia eletronica em amostras de verrugas cutineas e, posteriormente, em amostras de
verrugas genitais (ALMEIDA et al., 1969; NAKAGAWA et al., 2010; MULLER & MAZIERO,
2010).)

A confirmacdo de que o HPV era um agente de transmissdo sexual, somente aconteceu

em 1954. Nessa época, esposas de soldados, os quais haviam voltado da guerra da Coréia,
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passaram a desenvolver lesdes cutaneas genital em um periodo de quatro a seis semanas apds o
reencontro, mesmo periodo em que eles também apresentavam lesdes penianas, relacionando o
aparecimento das lesdes com a exposicao ao agente (DAS DORES, 2005).

O interesse pelas descobertas acerca do virus s6 aumentou nos anos subsequentes,
consequentemente pode-se identificar os primeiros tipos de HPV e, no final da década de 70, o
primeiro acordo de classificacdo dos Papilomavirus foi estabelecido em um workshop
(SYRJANEN & SYRJANEN, 2008).

Na década de 80, os HPVs de alto risco foram identificados e passaram a ser
considerados oncogénicos pela sua relagdo com o cancer de colo uterino. Por volta de 1987, o
primeiro estudo epidemioldgico sobre HPV e cancer foi publicado. A partir de entdo, varios
estudos epidemioldgicos e moleculares confirmam ser a infec¢do do colo uterino, por diferentes
tipos de HPVs, o evento precursor na génese dessa neoplasia. (SYRJANEN et al, 1988; SILVA
et al, 2002; TORNESELLO et al., 2010; LETO et al, 2011).

Ao longo desses anos, varias pesquisas estdo sendo conduzidas no intuito de
compreender a patogénese molecular dos HPVs visto sua importancia para o rastreamento,

diagnostico, tratamento e prevengado das infecgdes relacionadas a esse virus.

1.1.2. CARACTERISTICAS DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

O HPV ¢ um virus considerado pequeno, ndo envelopado, com formato icosaédrico,
apresentando um diametro de 52 a 55 nm. Suas particulas virais tem uma unica molécula de
DNA circular de dupla hélice, de aproximadamente 8000 pb, contida numa proteina esférica
circundada por um capsideo, formado por 72 capsdmeros pentaméricos. O capsideo viral é
formado por duas proteinas estruturais conhecida como L1 (proteina do capsideo maior), de 55
kD de tamanho, a qual representa 80% do capsideo viral e a L.2 (proteina do capsideo menor)
com peso molecular de 70kD (HOWLEY & LOWY, 2001; DE VILLIERS et al., 2004;
SCHEURER et al., 2005; FERRARO et al., 2011).

Os papilomavirus se enquadravam anteriormente na familia Papovaviridae. Devido as
expressivas diferengas genéticas e estruturais, os HPVs passaram a pertencer a uma nova familia
Papillomaviridae que estava dividida em 16 géneros (alfa, beta, gama, delta, epsilon, zeta, eta,
theta, iota, kappa, lambda, mu, nu, xi, omikron, pi). No entanto, os papilomavirus humano
encontravam-se distribuidos em apenas cinco géneros: alfa (com 15 espécies), beta (com 5

espécies), gama (com 5 espécies), Mu (com 2 espécies) e Nu (com 1 espécie), podendo cada
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espécie ainda apresentar genoOtipos virais distintos, conforme apresentado na tabela 1 (DE

VILLIERS et al., 2004).

TABELA 1 - Géneros, Espécies e Gen6tipos do HPV.

Género Espécie Genotipos Comentarios

Alfa 1 HPV-32, 42 Mais frequente em lesdes benignas da mucosa oral
ou genital (baixo risco).

2 HPV-10, 3, 28, 29 Mais comum em lesdes cutaneas do que em

78, 94 mucosas (baixo risco).
3 HPV-61, 72, 31, 83, Lesoes em mucosas (baixo risco)
84, 62%*, 86*, 87*, 89*

4 HPV-2, 27, 57 Verrugas cutineas. Frequente em lesOes genitais
benignas em criangas.

5 HPV-26, 51, 69, 82 Lesoes de alto risco em mucosas. Eventualmente

6 HPV-53, 30, 56, 66 em lesdes benignas.

7 HPV-18, 39, 45, 59, Lesoes de alto risco em mucosas

68,70, 85%, ’

8 HPV-7, 40, 43, 91* LesoOes cutaneas € mucosas de baixo risco. HPV-7
também conhecido como “butcher’s wart virus",
geralmente em lesdes de pele e mucosa de
pacientes HIV(+).

9 HPV-16, 31, 33, 35, Lesodes malignas de mucosa (alto risco)

52,58, 67,
10 HPV-6, 11, 13, 44, 74, Mais associado com lesdes benignas da mucosa
PcPV (baixo risco). Relatos de HPV-6 em carcinoma
Verrucoso.

11 HPV-34, 73 Lesdes de mucosa (alto risco).

12 RhPV Lesdes de mucosa genital em macacos Rhesus

13 HPV-54

14 HPV-90* Mucosa (baixo risco)

15 HPV-71

Beta 1 HPV-5, 8,12, 14, 19, Mais frequente em lesdes cutineas, contudo, ha

20, 21, 25, 36, 47, 93* relatos de DNA detectados em mucosa.

2 HPV-9, 15, 17, 22, 23, Comumente associado com Epidermodisplasia

37, 38, 80 verruciforme e pacientes imunossuprimidos. Mais
frequente em lesdes benignas, embora, haja relatos
em lesdes malignas, também em
imunocompetentes.

3 HPV-49, 75, 76 Lesoes cutineas benignas

4 HPV-92* Lesoes pré-malignas e malignas

5 HPV-96*

Gama 1 HPV-4, 65, 95 Lesodes cutaneas. Presenca de corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos ~ homogéneos a  nivel
histologico.

2 HPV-48 Lesdes cutaneas

3 HPV-50

4 HPV-60
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5 HPV-88

Mu 1 HPV-1 Presenca de corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos  heterogéneos a  nivel
histologico.

2 HPV-63 Presenca de corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos  filamentosos a  nivel
histologico.

Nu 1 HPV-41 Lesoes cutineas benignas ¢ malignas

* Géneros, Espécie e Gendtipos de HPV. Adaptado de DE VILLIERS et al., 2004.

Atualmente, existem mais de 100 tipos de HPVs patogénicos aos seres humanos, que
foram descobertos devido ao sequenciamento de seus genomas. Dentre esses, pelo menos 40
tipos diferentes estdo relacionados ao desenvolvimento do cancer (GHITTONI ez al., 2010). De
acordo com o exposto na Tabela 2, esses virus podem ser divididos, considerando o risco
oncogénico, em alto ¢ em baixo risco, ¢ de acordo com o tropismo, em cutaneotropicos
(infectam a epiderme) e em mucosotropico (infectam a mucosa em geral) (PASSOS et al., 2008;
ZUR HAUSEN, 2009; MONTALVO et al, 2011).

Dentre essa diversidade viral existe quinze tipos de HPVs que sdo considerados de alto
risco e podem esta diretamente associado ao desenvolvimento de neoplasia de colo uterino, entre
eles estdo os que possuem gendtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82,
além destes, trés outros sdo considerados provaveis tipos de alto risco, HPV-26, 53 ¢ 66
(GARCIA-ESPINOSA et al., 2012).

Mesmo assim, algumas neoplasias estdo sendo atribuida aos virus com baixo risco
oncogénico, comumente encontrados em lesdes consideradas benignas, como papilomas e
verrugas simples. Ja aqueles de alto risco, estdo associados a diferentes graus de lesdes
escamosas intraepiteliais do colo uterino, da vagina, da vulva, do pénis, do &nus e de cabeca ¢

pescoco (Tabela 2) (SILVA et al., 2002; PASSOS et al., 2008).

TABELA 2 - Classificagio dos HPVs quanto ao tropismo e a categoria de risco para o
desenvolvimento de neoplasias, incluindo exemplos de lesdes virais em cada classe.
GENOTIPOS NATUREZA

CLASSIFICACAO CATEGORIA HPV LESAO LESAO
Cutaneotropico b Bemgn a STAIEES
. 5e8 Maligna CA de pele
Tropismo - -
Mucosotrépico 6,11e42 Benigna Condilomas
16, 18, 31 e 45 Maligna CA cervical
. 6, 11, 26, 42, . .
Risco Oncogénico Baixo risco 44,5470 ¢ 73 Benigna Condilomas
16, 18, 31, 33,
Alto risco 35, 39, 45, Maligna CA cervical
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51, 55, 56, 58,
59, 66 ¢ 68

Adaptado de SILVA et al., 2002.

A infeccdo pelo HPV esta relacionada a especificidade de seus hospedeiros. Esse virus ¢é
conhecido por infectar tecidos epiteliais de anfibios, de répteis, de passaros ¢ de mamiferos,
tendo, preferencialmente, ciclo de vida latente, visto que ja foi identificado alguns tipos
diferentes em locais aleatorios da pele saudavel de humanos e de animais (DE VILLIERS et al.,
2004; CHOW et al., 2010).

A origem do cancer do colo uterino vem sendo estudada hd muito tempo e tem sido
associada as alteracdes citologicas do epitélio escamoso na zona de transformagdo (ZT). Além
disso, células cilindricas ou de reserva, também vém sendo consideradas alvos de infec¢do, mas
a ampla distribui¢do topografica desses tipos de célula, ndo ¢é suficiente para justifica o seu papel
oncogénico. No entanto, as mudangas continuas que acontecem nessa zona, durante toda a vida
da mulher, pode caracterizar a especificidade dessa regido e isso pode favorecer o aparecimento
de lesdes (GHITTONI et al., 2010; HERFS et al, 2012).

A invasdo pelo patogeno se inicia nas células da camada basal do epitélio, em
decorréncia de abrasdo e de micro-lesdes da pele e da mucosa. A replicagdo viral ocorre a nivel
nuclear na célula hospedeira (DA ROSA et al., 2009). Ainda ndo estd comprovado quais
receptores que estdo envolvidos na ligagdo que facilitam a penetragdo do virus em tais células,
no entanto se cogita a atuagdo da integrina alfa—6-beta—4 (a6p4), cuja expressao é relativamente
restrita a células epiteliais, mesenquimais e algumas células neuronais (CHOW et al., 2010).

Quanto a infeccdo, sabe-se que as particulas virais se ligam a superficie da célula
hospedeira e induzem a internalizacdo em vactiolos citoplasmaticos, seguido da liberacdo das
mesmas no citoplasma onde, provavelmente, as proteinas que constituem o capsideo sdo
degradadas e, subsequentemente, o genoma viral é conduzido ao nucleo, permanecendo na
forma epissomal, ndo integrado ao genoma do hospedeiro ou na forma integrada, em que o DNA
do virus esta fusionado ao DNA do hospedeiro. A produgdo de virions fica restrita as células
epiteliais suprabasais maduras, nas quais todos os genes do virus sdo expressos permitindo a
multiplicacdo do genoma viral, a sintese de proteinas, a montagem e a liberagdo dos virions nas
células epiteliais superficiais esfoliadas (BAGARELLI & OLIANI, 2004; CHOW et al., 2010;
FERRARO et al., 2011).

A genotipagem ¢, atualmente, o método mais vidvel para identificacdo das diversas

categorias de papilomavirus. Esse processo ocorre pela determinacdo da sequéncia de
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nucleotideos que compreendem os genes LI, E6 e E7, que perfazem cerca de 30% do genoma
viral. Divergéncia no genoma inferior a 2%, o virus em estudo ¢ considerado como uma variante
do mesmo tipo. Se a divergéncia na sequéncia de DNA estiver entre 2 a 10%, outro subtipo viral
foi identificado e caso essa divergéncia seja superior a 10% trata-se de um novo tipo de HPV.
Esse método foi entdo escolhido devido as dificuldades no estabelecimento de sistemas de
cultura in vitro do virus, que impediram os pesquisadores de instituir um sistema de
classificagdo soroldgica (SILVA et al., 2002; DE VILLIERS et al., 2004).

Conforme esquematizado no mapa genético do HPV (Figura 1), existem trés regides
distintas identificadas no genoma viral, as quais estdo relacionadas com a codificagdo de
proteinas virais, que sdo: a) URR (do inglés, Upstream Regulatory Region), também conhecida
como Regido Longa de Controle - LCR (do inglés, Long Control Region), ¢ uma regido nao
codificante do genoma viral de cerca de 400 a 900 pb que, em geral, desempenha fungdes
regulatorias como o proprio nome sugere, esta regido contém a origem da replicacdo (ORI),
promotores precoces e sitios de ligacdo para fatores de transcri¢do e proteinas reguladoras; b)
Regido Precoce (do inglés, early region), que contém seis ou mais ORFs (E1, E2, E4, E5, E6 e
E7), envolvidos na transativacdo génica, replicacdo, transformacdo e adaptacdo viral aos
diferentes ambientes celulares; ¢) Regido Tardia (do inglés, late region), que contém dois ORFs
( do inglés, Open Reading Frame) codificadores das proteinas tardias L1 e L2, as quais se unem
para formar a estrutura do capsideo (BURK et al., 1996; GHITTONI et al., 2010; GARCIA-
TAMAYO et al., 2010).

FIGURA 1 - Mapa genético do HPV.
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de forma que a transcricdo ocorre apenas num sentido, da esquerda para a direita, quando se
toma como referéncia o mapa linear convencional ou sentido horario no mapa circular.
Considerando os promotores, o genoma viral pode apresentar até quatro deles (P1, P2, P3, P4),
sendo que todos os gendtipos do HPV apresentam pelo menos dois promotores principais: Pl
(ou P97), localizado imediatamente a montante do gene E6, e o P2 (ou P670), localizado dentro
do gene E7 (BURK et al., 1996). Estudos mencionam que o genotipo dos HPVs ¢ estatico e
mudangas na sua sequéncia por mutagdo ou por recombinagdo sdo eventos raros, podendo
acontecer em uma frequéncia semelhante a que ocorre no genoma da célula infectada (LETO et

al., 2011).

1.1.3. PAPEL DAS PROTEINAS DO HPV

A tumorigenicidade ¢ induzida por alteragdes no DNA, sendo uma delas a integragdo do
DNA viral ao genoma do hospedeiro, a qual necessita, além de sinais celulares, de agentes
ligantes e de receptores membranais, que iniciem a ativagdo de uma cascata de eventos
controladora do ciclo celular. Os genes, da regido precoce e da regido tardia do HPV, tém grande
importancia nesse processo, visto que cada um desenvolve uma fungdo especifica a partir dos
seus produtos finais (Tabela 3), no intuito de transformar e de imortalizar a célula lesada
(SILVA et al., 2002; SICHERO et al., 2012).

A regido tardia codifica proteinas virais estruturais (L1- L2), que sdo importantes na
formagdo do capsideo. A regido precoce ¢ importante na regulagdo da replicagdo viral,
codificando predominantemente proteinas virais (E1-E7) que sdo importantes nesse processo

(BAAK et al., 2006).

TABELA 3 - Fung¢éo dos genes das regides E (precoce) e L (tardia) do virus.

GENES FUNCAO
El Replicagdo do DNA viral
Precoce E2 Controle da transcri¢do
E4 Maturagdo do virus e alteragdo da matriz intracelular
E5 E6eE7 Estimulo da proliferagdo e transformagao celular
Tardio Ll Codifica proteina principal do capsideo
L2 Codifica proteina secundaria do capsideo

Adaptado de SILVA et al., 2002.

Apos a infecgdo viral, os primeiros genes expressos sdo E/ ¢ E2, cujos produtos estdo

23



envolvidos na replicagdo do genoma viral. Esses genes agem independentemente dos sitios de
ligacdo, na origem de replicacdo do papilomavirus, porém podera ocorrer a interacdo das
proteinas transcritas por eles, E1 e E2 respectivamente, formando um complexo multimérico
(SOUTO et al., 2005).

O complexo multimérico de proteinas esta vinculado a origem da replicagdo viral, ao
recrutamento de proteinas, a regulacdo da expressdo do genoma viral e & manutencdo da forma
epissomal do virus. Além disso, essas proteinas também regulam um nimero estavel de 20 a 100
copias do DNA do HPV na célula (LONGWORTH & LAMINS, 2004; FERRARO et al., 2011).

A proteina E2 também estd envolvida na separagdo do genoma do virus durante a divisdo
celular e na promog¢ao da montagem do virions, tendo ainda a capacidade de reprimir a atividade
do promotor E6/E7. Dessa forma, pode-se afirmar que a transcri¢do de E1 e E2 causa repressdo
de E6 e E7, permitindo a fungdo de supressdo tumoral da proteina p53 e da proteina
retinoblastoma (Rb), mantendo a homeostase epitelial. O contrario podera causar uma
diminui¢do desses fatores celulares em virtude da presenca aumentada das proteinas E6 e E7
(MCMURRAY et al., 2001).

A ORF4 do papilomavirus, mesmo se localizando na regido precoce do genoma do virus,
expressa o gene de forma tardia e tem um papel importante na infeccdo. Normalmente, a
sequéncia do gene E4 ndo se encontra conservado no HPV. A proteina E4 ¢ expressa
primeiramente em epitélio em diferenciagdo, como também em células onde o DNA viral ¢
replicado de forma vegetativa. Apesar de E4 ser encontrada em altos niveis em tecidos
infectados, sua funcdo ndo ¢ exatamente conhecida. O E4 sobrepde-se com o ORF E2 em um
esquadro de leitura diferente e, portanto, codifica uma proteina totalmente diferente. O transcrito
viral ¢ formado através de splicing, incluindo poucos cédons do comego da E1 continuando para
o E4 (FERRARO et al., 2011).

A E5 ¢ uma proteina constituida de 83 aminoacidos, associada a membranas
intracelulares. Estudos mostram que, em células transformadas, essa proteina forma um
homodimero localizado no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico (RAPAPORT,
2005). Tem-se proposto que a E5 pode se ligar diretamente ao EGFR potencializando a
sinalizagdo induzida por este receptor incluindo a atividade da proteina-quinase ativada por
mitogeno (MAPK) (HEBNER & LAIMINS, 2006).

Apesar de algumas propriedades conhecidas, o papel desta proteina no ciclo de vida do
HPV, ainda nio esté claro. Mesmo assim, a E5 ndo ¢ expressa em carcinomas do colo uterino,
visto que a sequéncia que a codifica esta frequentemente deletada, indicando a auséncia de um

papel essencial deste gene em manter o fenotipo maligno em células transformadas, devendo
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essa proteina contribuir apenas para as etapas iniciais da carcinogénese (CHOW et al., 2010).

Os efeitos dos produtos dos genes E6 e E7 t€m sido intensamente estudados. Esses dois
genes virais estdo sempre presentes e superexpresso no carcinoma do colo uterino, contribuindo,
portanto, com o inicio e a manutencdo do fendtipo tumoral. O gene E6 ¢ um dos primeiros
expressos na infeccdo do HPV, possuindo um papel importante na imortalizacdo celular, embora
que sozinho ndo seja capaz de realizar tal funcdo, sendo necessario atuar juntamente com o gene
E7 na indugdo de mudangas no comportamento celular (HOWIE et al., 2009; GHITTONI et al.,
2010).

A proteina E6 se insere em uma categoria de proteina que ndo possue atividade
enzimatica intrinseca, utilizando de intera¢do com proteinas celulares para que possa exercer
suas fungdes. E uma proteina pequena, com mais de 150 aminoécidos. Pode ser encontrada tanto
no nucleo, quanto no citoplasma de queratindcitos infectados e tem um importante fator na
progressdo do cancer, visto que possui acdo antiapoptdtica e carcinogénica. A principal
caracteristica estrutural, que favorece sua atuagdo, ¢ a presenca de dois dominios atipicos de
zinco com duas cisteinas (Cis-Cis-XX). Tal caracteristica é conservada em todas as proteinas E6
de todos os tipos de HPV (GHITTONI et al., 2010).

A propriedade mais relevante da E6 de HPVs, principalmente os de alto risco, ¢ a
afinidade a um componente da familia Ugs de ubiquitina ligase, denominado E6-AP (do inglés,
E6-associated protein ligase). Esse fenomeno forma um complexo trimérico com a proteina p53,
promovendo a degradacdo proteolitica desta ultima através da via da ubiquitina, com redugao
dos niveis de p53 na célula e impedindo suas atividades regulatérias sobre o ciclo celular. Para o
agente infeccioso, este efeito pode aliviar as restricdes na sintese de DNA, permitindo sua
replicagdo (HEBNER & LAIMINS, 2006; HOWIE et al., 2009).

Estudos demonstram que a inducdo da degradacdo de p53 parece ser uma propriedade
exclusiva da E6 principalmente em genotipos de alto risco. No entanto o bloqueio da fungdo da
proteina p53, através desse mecanismo, deve ter um papel importante na carcinogénese,
comumente comprovada em outras neoplasias malignas em que o gene TP53 mostra-se
frequentemente mutado (GHITTONI et al., 2010).

A oncoproteina viral E7, assim como a E6, também atua como um importante fator de
progressdo tumoral. E uma proteina nuclear, que contém aproximadamente 100 aminoacidos. A
sua atividade inicial acontece com a associacdo do gene do retinoblastoma (RB). O RB ¢ um
gene supressor tumoral importante no controle negativo do ciclo celular, haja vista que regula o
ciclo promovendo a transcri¢do da fase G1 a S (SILVA et al., 2002; GHITTONI et al., 2010).

Sob regulacdo do ciclo celular normal, a proteina Rb ¢ fosforilada durante a fase S, mediada por
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quinase dependente de ciclina (CDK). A Rb se liga ao fator de transcricdo E2F reprimindo a
transcricdo de genes necessarios a sintese de DNA, os quais sdo transcritos de maneira
dependente do ciclo celular e diretamente regulados pelo E2F (Figura 2) (RAPAPORT, 2005).
Dessa forma, conforme esquematizado na figura 2, na presenga das proteinas virais, a Rb
fosforilada ¢ impedida pela proteina E7 de se ligar a E2F, permitindo assim que o fator de
transcricdo promova a continuidade do ciclo celular de células epiteliais ja diferenciadas,

favorecendo a replicagdo de genes do HPV (MCMURRAY et al., 2001).

FIGURA 2 - Mecanismo molecular de inativa¢do das proteinas do ciclo celular pelas proteinas

virais.
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Adaptado de SILVA et al., 2002.

Além disso, a proteina E7 induz a degradacdo da Rb através da ubiquitina. Ainda assim,
estudos mostram que a atuagdo da proteina E7 de HPV de alto risco € bastante interessante, pois
a proteina tem a capacidade dez vezes maior de se ligar ao Rb do que as proteinas E7 dos de
baixo-risco mostrando, assim, diferengas na eficiéncia de ligacdo ao sitio de Rb e isso se da
devido a mudanga de um tUnico aminoacido (RAPAPORT, 2005).

A maioria dos autores concordam que os efeitos da E6 e da E7 sobre os dois principais
supressores tumorais p53 e pRb, respectivamente, respondem pelo potencial oncogénico dos
gendtipos de alto risco de HPV, sendo funcionalmente equivalentes a mutagdes observadas em

diversos tumores. Esse sinergismo parece ser determinante, pois a expressdo de E7 na auséncia
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de E6 resulta num aumento do nivel de p53, provavelmente, decorrente da ativagdo do p19°**
induzido pelo E2F1 que, por sua vez, interfere na atividade do MDM2, culminando no aumento
do nivel de p53. De forma que, a E6 se mostra indispensavel para evitar os estimulos de parada

do ciclo celular ou apoptético advindos da p53 (PIM & BANKS, 2010).

1.1.4. HPV E O CANCER DO COLO UTERINO

Pesquisas sobre o ciclo de vida do HPV e o seu papel no desenvolvimento do cancer de
colo uterino foi ampliado drasticamente nos ltimos anos com o avanco das técnicas de biologia
molecular. Harald zur Hausen, na Alemanha foi quem primeiro identificou segmentos de DNA
viral em carcinomas de colo uterino, possibilitando o entendimento que se tem hoje sobre o
bindmio cancer de colo uterino e HPV, este estudo o fez merecedor do prémio Nobel de
Medicina em 2009 (DA ROSA et al., 2009; GARCIA-TAMAYO et al., 2010; BRAGAGNOLO
etal.,2010).

O vasto conhecimento adquirido com a etiopatogenia da infec¢do viral permitiu a
identificacdo de genes virais, que tem um papel fundamental na oncogénese cervical. Acredita-
se que a presenca do virus por si s6 ndo ¢ suficiente para induzir a carcinogénese, no entanto
representa um fator indispensavel para o desenvolvimento desta doenca. Outros fatores sdo
importantes para a progressao das lesdes neoplasicas, além da presenca de virus, a carga viral, a
infeccdo persistente, a imunossupressdo, o tabagismo, a presenga de doencas sexualmente
transmissiveis (DSTs), a promiscuidade, bem como fatores genéticos que podem impedir a
supressdo ou eliminacdo da infeccdo do HPV pelo sistema imunoldgico, evitando
transformagoes neoplasicas (LI et al., 2010; ABREU et al., 2012).

O processo infeccioso € responsavel pelo aparecimento de lesdes pré-malignas do
carcinoma de células escamosas do colo uterino classificadas pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) como NIC, que ao longo do tempo atua de forma dinamica podendo persistir
inalterada, regredir ao normal ou ao menor grau de NIC, ou progredir para uma lesdo de maior
gravidade, podendo chegar a carcinoma invasivo. Periodos prolongados em contato com o virus
esta claramente relacionado com a transformagdo neoplasica e ¢é, portanto, clinicamente
relevante para um diagnostico de cancer do colo uterino O valor dessa persisténcia pode ser
usado como um marcador clinico da doenga, sugerindo o teste de DNA do virus como
ferramenta para programas de rastreamento, quando se obseva uma progressdo do grau da

doenca e a infec¢do recorrente (DUGGAN, 2002; KOSHIOL et al., 2008; ULEBERG et al.,
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2011; SASLOW et al., 2012).

Acredita-se ainda que o DNA viral se integre aleatoriamente ao genoma do hospedeiro
durante o processo de reparo que € desencadeado apos o surgimento de quebras na dupla fita de
DNA do genoma celular. A forma integrada ¢ um indicador de instabilidade gendmica
encontrada frequentemente em amostras de cancer de colo uterino. Além da identificacdo viral, a
utilizacdo de biomarcadores funcionais, como Ki-67 e MYC, tem provado ser util na previsdo,
na progressao e na regressao da doenga, visto que tanto podem ser utilizados como sinalizadores
da carcinogénese como também indicadores da agressividade da doenca (TERMINI & VILLA,
2008;ULEBERG et al., 2011).

1.1.5. METODO DE DETECCAO DO HPV

O diagnostico morfologico de alteragdes associadas a infecgdes causadas por HPV ainda
¢ amplamente utilizado, tanto em esfregagos celulares quanto em cortes de tecidos. Embora a
presenga de coilocitos possa acontecer, sugerindo uma infec¢do produtiva por este virus, a
introducdo das técnicas de detec¢do dos genomas virais vem favorecer a precisdo do diagnostico
(SILVA FILHO & LOGATTO FILHO, 2000).

Essas técnicas que sdo utilizadas para identificar o HPV em espécimes, e que permitem
quantificar e identificar os virus responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes pré-malignas e
malignas, incluem a analise do DNA ou RNA viral. As técnicas podem estar agrupadas em
testes amplificados pelo alvo, em testes amplificados pelo sinal e em testes ndo amplificados. A
tabela 4 mostra os diferentes testes utilizados para deteccdio do DNA do HPV (LORINCZ,
1996).

Mesmo com uma variedade de métodos moleculares para identificagdo do virus, na
pratica, sdo utilizadas basicamente apenas trés técnicas biomoleculares: PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase), Captura Hibrida (CH) e Hibridizagao in situ (HIS), sendo a técnica “Southern
blot” o padrdo-ouro para identificacdo desse patogeno (BIRNER et al., 2001).

O “Southern blot” ¢ uma técnica de hibridizacdo que submete o0 DNA celular extraido a
digestao por endonuclease de restricdo, formando fragmentos de tamanhos diferentes, que s@o
entdo separados por eletroforese de acordo com a sua velocidade de migracdo. O padrdo de
fragmentacdo resultante da digestdo do DNA do HPV, contido na massa de DNA celular, ¢
especifico para cada tipo de HPV. Apds a hibridizacdo com um DNA ou RNA de HPV clonado

marcado, a revelagdo ¢ feita por auto-radiografia ou uso de contra-corantes. Este teste embora
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combine alta especificidade e sensibilidade produzindo resultados qualitativos, ¢ utilizado
ocasionalmente em experimentos de pesquisa, mas ndo para indicacdes clinicas, por ser

extremamente laborioso e requerer amostras frescas (TANG, 2002; WANG, 2013).

TABELA 4 - Métodos de testes para alvos DNA ou RNA HPV.

GRUPOS TESTES
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
Amplificagdo do Reacdo em cadeia da ligase (LCR)
alvo Amplificagdo com base na seqiiéncia do acido nucléico (NASBA)

Amplificagdo do deslocamento da cadeia (SDA)
Sistema de captura hibrida (HCS)

Amp lli:ica;; a0 do DNA ramificado (bDNA)
sna Sistema de captura hibrida (HCS)
Southern blot (SB)
Dot blot

Hibridizagdo com filtro in situ
Néo amplificados Southern blot reverso
Northern blot (NB)

Hibridizagao in situ (HIS)

Adaptado de Lorincz (1996).

Outra técnica que pode demonstrar o DNA ou RNA do HPV diretamente em cortes
histolégicos é a Hibridizagdo in situ (HIS). E uma técnica que pode localizar sequéncias de acido
nucleico do HPV no interior de células individuais, enquanto preserva a morfologia tecidual e
celular, permitindo a avaliacdo simultinea das alteragdes associadas com a lesdo. Para detecgdo
do HPV, métodos enzimaticos sdo preferidos aos métodos fluorescentes pela facilidade de
interpretagdo. As caracteristicas do sinal (difuso ou pontual) podem revelar o estado fisico do
DNA do HPV. A forma epissomal leva a uma coloragdo difusa, enquanto que a integragdo do
DNA viral ao genoma da célula hospedeira gera sinais pontuais. Além disso, a intensidade do
sinal pode expressar o nimero de copias (SAMAMA, et al., 2002; TANG, 2002; BURD, 2003;
WOLSCHICK et al., 2007).

1.2. CANCER DO COLO UTERINO
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1.2.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DO COLO UTERINO

A OMS estimou que até 2030 pode-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de
cancer, com 17 milhdes de mortes ¢ 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer.
Observa-se que a incidéncia da doenga ¢ cada vez maior nos paises em desenvolvimento
quando comparada com os paises desenvolvidos. No Brasil, a estimativa para os proximos
anos ¢ de aproximadamente 518.510 casos novos, reforcando a magnitude do problema do
cancer no pais. Para o sexo feminino, ¢ esperado um total de 260.640 novos casos de cancer,
dentre estes encontra-se o cancer de colo uterino (INCA, 2012).

O cancer de colo uterino vem ganhando grandes dimensdes, convertendo-se em um
evidente problema de satide publica. De acordo com Aleixo Neto (1991), desde suas primeiras
observagdes sobre incidéncia, distribuicdo e possiveis fatores causais, esse cancer ja era
considerado um dos mais importantes e danosos canceres da mulher.

Estimativas mundiais recentes apontam mais de 530 mil casos novos desse cancer em
mulheres, configurando-se o cancer de colo uterino como segundo tipo mais comum entre o
sexo feminino. Alguns autores apresentam em seus estudos uma incidéncia mundial variavel
de céancer de colo uterino, levando em consideracdo a populacdo estudada e o método
diagnostico empregado. No entanto de acordo com IARC (2013) a incidéncia mundial esta em
torno de 15,2%. Essa incidéncia ¢é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos,
com uma razdo mortalidade / incidéncia de 52%, sendo responsavel pelo obito de 275 mil
mulheres em 2008. Dentre esses obitos, 85% ocorrem em paises em desenvolvimento (DAS
DORES, 2005; INCA, 2012; WHO, 2013).

Os indices nacionais indicam que o cancer de colo uterino podera contabilizar mais de
18 mil novos casos nos proximos anos, com um risco médio estimado de 17 casos a cada 100
mil mulheres, ficando na sétima posi¢do entre os tipos de cancer mais incidente na populagdo
brasileira, sendo também o segundo entre as mulheres (INCA, 2012; TARC, 2013).

Observa-se, de acordo com o apresentado na figura 3, uma maior frequéncia desses
casos encontrados em mulheres residentes nas regides menos desenvolvidas do pais. Assim
como a incidéncia, a distribui¢do da mortalidade por esse tipo de cancer também se mostra
heterogénea nas diferentes regides do pais (GAMARRA et al., 2010).

FIGURA 3 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres.
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23,65-35,13
18,89 — 23,64
14,51 - 18,88

10,85 - 14,50

Estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do colo do
utero). Fonte: INCA, 2012.

Considerando a localizacdo primadria, o cancer de colo uterino permanece em segundo
lugar na regido Nordeste, com estimativa de mais de 5 mil novos casos para os proximos
anos, totalizando quase 15% dos casos de cancer em mulheres notificados na regido,
conforme apresentado na tabela 5, e tendo como taxa bruto de incidéncia 19,54 casos para
cada 100 mil mulheres a nivel regional (INCA, 2012).

O Ceard, que possui uma populacdo feminina um pouco mais de 50% do total,
4.515.901 mulheres, mantém uma incidéncia em torno de 21,72 mulheres para cada 100 mil.
Anualmente, contabiliza-se uma inclusdo de 980 novos casos, ficando na capital, Fortaleza,

270 desses novos casos e uma incidéncia local de 19,55/100 mil (INCA, 2012).

TABELA 5- Estimativas para o ano de 2012 do niimero de casos novos por cancer, segundo
sexo e localizagdo primaria - Regido Nordeste.
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Localizagao primaria casos novos  percentual

e s e R e i i A el Tl el e h e Coama i e o e e o N it (A e B it i) e ot i - R Lt o e e e T et

Mulheres Mama Feminina 8.970 26.2%

[ Cola do Liters 5.050 14.8% |
Calon & Reto 1.860 54%
Glandula Tirsoide 1.670 49%
Tragusia, Brdnguio & Pulm3s  1.600 4.7%
Estdmago 1.550 45%
Ovério 1.250 3.7%
Cavidade Oral 910 2.7%
Corpo do Utero 800 2 B%
Laucemias 870 2.5%

Fonte: INCA, 2012.

1.2.2. CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS DO CANCER DO
COLO UTERINO

O evento da carcinogénese implica em uma desordem molecular, que pode ser
promovida por uma infecgdo viral persistente. Esse processo, no colo uterino, pode levar ao
aparecimento de lesdes devido ao crescimento celular desordenado, sendo tais lesdes
denominadas de lesdes precursoras, que poderdo persistir e evoluir, ao longo de anos, para
uma lesdo cancerosa formada por células intraepiteliais escamosas em transformacdo (CHOW
etal.,2010; SASLOW et al., 2012).

A infecgdo acontece quando o virus se aloja na superficie traumatizada do epitélio
escamoso do colo uterino. A migragdo do HPV para camada basal do epitélio acontece devido
ao seu tropismo por queratindcitos. Atingindo o epitélio pavimentoso, o patdégeno perde seu
involucro proteico e o genoma viral invade o nicleo da célula, onde se estabelece a forma
epissomal. Apds a entrada do virus na célula, que ainda ndo esta funcionalmente comprovada
embora se acredita na presenca de uma proteina receptora, o genoma viral se estabiliza na
forma de elementos extracromossomicos no niicleo e o niumero de copias virais aumenta para
aproximadamente 50 por célula, que ao se dividirem distribuem equitativamente o DNA viral
entre as células filhas. Uma das células filhas migra da camada basal e inicia o programa de
diferenciacdo celular. As demais células filhas continuam se dividindo na camada basal,
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servindo de reservatorio de DNA viral para as posteriores divisdo celular. Para esse processo
infeccioso, existem trés possiveis evolugdes: a) o organismo consegue eliminar o virus; b) a
infecc@o pode permanecer de forma latente, onde o DNA viral reside no ntcleo e a replicacao
fica ligada ao ciclo celular e ¢) a infec¢do pode ser subclinica ou clinica (PALO et al., 1996;
PEREYRA & PARELLADA, 2000; MCMURRAY et al.; 2001; SOUTO et al., 2005).

A oncogénese desse tipo de carcinoma se processa essencialmente em nivel da zona de
transformagdo da area de encontro das duas mucosas originais (ectocérvice e endocérvice)

conhecida como jungio escamocolunar (JEC), identificada na figura 4 (ARAUJO, 2010).

FIGURA 4 - Representagdo da regido anatdmica do utero.

o E rvix
Endocérvix Ctocérvi

Colo do utero Visao frontal do
colo do utero

Vagina

Adaptado de http://labpath.blogspot.com.br.
Acessado em outubro de 2012.

E nessa regido que se desenvolve uma zona de transformacgdo (ZT), onde ocorre a
transformagdo da mucosa endocervical em mucosa do tipo escamosa. Esse fendmeno
acontece a partir da modificacdo de células normais, que antes eram pequenas, redondas e
imaturas, passando a células maduras, que se movimentam para as camadas mais superficiais
da regido epitelial. Ocorre nessas células uma parada da divisdo celular, um aumento do
volume do citoplasma, produgdo de mais queratina e desenvolvimento de picnose nuclear. A
célula se torna anucleada, e por fim, se descama normalmente (LAX, 2011).

As infecg¢des por HPV podem ser sintomaticas quando a forma clinica é evidenciavel a
olho nu, ou assintomaticas, sem manifestacdo de sinais visiveis. As classifica¢cdes da forma
subclinica sdo visualizadas sob técnicas de magnificagdo (lentes) e apds aplicacdo de
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reagentes que colorem de forma especifica o colo do ttero. A existéncia de teste de triagem
que identifique lesdes pré-maligas em mulheres (figura 5), as quais poderdo estd em risco
significativo para o desenvolvimento de cancer, pode ser a intervencdo apropriada para

prevenir a progressao para cancer invasivo (PALO ez al., 1996; SASLOW et al, 2012).

FIGURA 5 - Representagdo da regido anatomica transversal do utero e da regido frontal da
cér-vice vaginal.

Vagina

NICI NICII

Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/2012/01/page/2/ acesso em outubro/2012.

Convencionalmente, a citologia ¢, inicialmente, o procedimento inicial de escolha, em
virtude disso fez necessario estabelecer um padrao nas terminologias para diagnosticos, sendo
criado o Sistema Bethesda, durante uma reunido de especialistas realizada na cidade de
mesmo nome em Maryland, EUA, no ano de 1988. Nessa reunido foram padronizadas as
normas de classificagdo citologica, com o intuito de reduzir diagndsticos confusos entre
alteracdes celulares benignas e as alteracdes atipicas, antes propostas por Papanicolaou,
Reagan e Richart (VEIGA et al., 2006; HERFS & CRUM, 2013).

O diagnéstico citologico diferenciado para as células escamosas e glandulares,
discutido pelo Sistema Bethesda, incorporou varios conceitos e conhecimentos adquiridos.
Nesse sentido houve a inclusdo do diagnostico citomorfolégico sugestivo da infeccdo por
HPV, devido as evidéncias do envolvimento desse virus na carcinogénese dessas lesdes. Os
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termos citologicos apresentado foram os de lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (low
grade intraepithelial lesion — LSIL) compreendendo as alteragdes sugestivas de infecc¢do pelo
HPV e neoplasias intraepiteliais de grau [ (NIC 1), os de lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau (high-grade intraepithelial lesion — HSIL), que englobam as expressdes citologicas de
NIC 1II e III (figura 6), e as atipias em células escamosas de significado indeterminado
(atypical squamous cells of undetermined significance — ASC-US), que ¢ definida pela
presenga de achados citologicos insuficientes para o diagndstico de lesdo intraepitelial

(APGAR et al., 2003; VEIGA et al., 2006; RUSSOMANO et al., 2008; BRASIL, 2012).

FIGURA 6 - Imagem colposcopica do colo do utero com regides normal e alterada.

Lesio de Alto Grau Lesao de Baixo Grau

Adaptado de http://cienciasypunto.blogspot.com.br/2011 01 01 archive.html.
Acessado em outubro de 2012.

Estabeleceu-se o conceito de neoplasia intraepitelial e, no caso da cérvice uterina, de

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) subdividida em trés graus, que se mantém para os
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diagnosticos histologicos. Essa nomenclatura baseou-se na constituicao do colo uterino, que ¢
revestido por células epiteliais pavimentosas dispostas em camadas organizadas. Esta
estratificacdo ¢ caracterizada pelo desordenamento dessas células (Figura 7). Quando esse
desordenamento celular ocorre nas camadas basais do epitélio estratificado, o mesmo ¢
caracterizado como Neoplasia Intraepitelial Cervical grau I (NIC 1); quando o
desordenamento atinge até os trés quartos do epitélio e ha preservacdo das camadas mais
superficiais, recebe a denominagdo de Neoplasia Intraepitelial Cervical grau I (NIC II). Nos
casos de Neoplasia Intraepitelial Cervical grau III (NIC III), ocorre uma alteragdo
desordenada em todas as camadas de células, que pode evoluir para uma invasdo, em nivel de
tecido conjuntivo do colo uterino, abaixo do epitélio, sendo entdo denominado de carcinoma

invasor (BRASIL, 2002; APGAR et al., 2003).

FIGURA 7- Processo de Infecgao do HPV.

Colo uterino Infecgao por HPV (NIC [) Ciancer cervical
Mowvas particulas (NIC 1)
virais infecciosas

Particulas virais
infecciosas Epissoma

DNA viral
intergrado

Adaptado de GOODMAN e WILBUR 2003.

Pesquisas recente, reconhecem a necessidade da juncdo das nomenclaturas NIC II e
III, visto que o diagnostico montado apenas com NIC II pode ser equivocado em algumas
situacdes em que pode incluir algumas lesdes pré-cancerosas de maior gravidade e limitar o

tratamento, podendo comprometer o prognostico da doenca (SASLOW et al., 2012).

1.2.3. ETIOLOGIA DO CANCER DO COLO UTERINO
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A investigacdo etiologica para o cancer do colo uterino, nos tltimos 25 anos, priorizou
a relacdo causal entre a infeccdo pelo HPV e a progressdo da doenga, devido a isso se pode
inferir que restam poucas duvidas em relagdo a participagdo do HPV na etiologia desse tipo de
cancer (BRAGAGNOLO et al., 2010).

Embora existam estudos que comprovem a relacdo direta do virus com o
desenvolvimento da doenca, estes formam realizados através de metodologias complexas,
visto que esses virus nao se propagam de forma eficiente e rapida em qualquer tipo de células.
As primeiras evidéncias do DNA de HPV foram encontradas em amostras de células cérvico-
vaginal, de células mononucleares do sangue periférico e no soro de pacientes com infecgao ja
estabelecida. Posterior a isso, pode-se afirmar ser este virus o responsavel por 99% dos casos
de céncer de colo de utero ja registrado (ZUR HAUSEN, 2009).

A infecgdo pelos tipos virais de alto risco do HPV ¢ condi¢do necessaria, porém nao
suficiente para o desenvolvimento do cancer do colo uterino. E comum, essa infecgio
acometer jovens no inicio da atividade sexual, mulheres com diferentes habitos sexuais e
parceiros, sendo, portanto um fendmeno transitorio em cerca de 80% a 90% dos casos, haja
vista que apenas uma pequena fracdo das portadoras apresenta persisténcia a infeccdo, o que
associa a existéncia de fatores diversos, que somados aos efeitos do patégeno, favorecem a
progressdo da doenca (RAMA et al., 2008; SASLOW et al., 2012).

Em estudo feito por Anjo et al. (2010) varios fatores que interferem na oncogénese do
colo uterino, que podem ser divididos em dois grandes grupos: os documentados
experimentalmente e os clinicos ou epidemiologicos. Dentre os classificados no primeiro
grupo estdo os fatores imunologicos (resposta imune local ou humoral), a associagdo com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), os fatores genéticos (como polimorfismo
da proteina p53), o tabagismo e o uso prolongado de contraceptivos orais.

Entre os fatores de risco clinico ou epidemiologicos se destacam o inicio precoce da
atividade sexual, a multiplicidade de parceiros, a baixa escolaridade e renda, a multiparidade e

a historia prévia de DST (PINTO et al., 2002).

1.3. MARCADORES MOLECULARES
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O processo neoplasico consiste em um evento multicausal que sdo os responsaveis
pelo comprometimento dos controles normais da proliferacdo celular e da interacdo célula-
célula. Assim essas alteragdes, em nivel moleculares, em diferentes etapas da regulagdo do
ciclo celular sdo responsaveis pelo estabelecimento do cancer (COOPER & HAUSMAN,
2007; COTRAN et al., 2010).

Nesse contexto, pode-se entender as frequentes pesquisas na identificagdo de proteinas
expressa por essas categorias de genes, as quais sdo conhecidas como biomarcadores
tumorais. A expressdo destes marcadores pode refletir diversos processos em andamento nas
células tumorais, tais como hiperproliferacdo, alteracdo de padrdes de expressdo génica,
hiperplasia, genotoxicidade, inflamagdo e alteracGes enzimaticas relacionadas com o
desenvolvimento tumoral, entre outros. Um biomarcador ideal possui relagdo direta com o
processo neoplasico de forma que pode ser usado como ferramenta complementar para o

diagnostico, favorecendo o rastreamento de lesdes precursoras (TERMINI & VILLA, 2008).

1.3. 1. PROTEINA Ki-67

A proteina Ki-67 foi descoberta em 1991 em Kiel na Alemanha (dai “Ki”), como
sendo uma proteina nuclear ndo-histona. Foi descoberta pouco depois do anticorpo
correspondente ter sido descrito pelos mesmos pesquisadores, apos a imunizagao dos ratinhos

com células de linfoma de Hodgkin (GERDES, et al., 1983; GERDES et al., 1991).

Os estudos mostram que devido a auséncia de Ki-67 em células quiescentes e a sua
expressdo em nucleo de células em proliferacdo, vem criando um grande interesse sobre o seu
papel como potencial marcador de proliferacdo celular (URRUTICOECHEA et al., 2005).

O gene Ki-67, responsavel pela expressdo da proteina que leva seu nome, parece esta
no brago longo do cromossomo humano 10 (10g25). Em 1993, o grupo de pesquisa liderado
pelo pesquisador Schluter publicou a sequéncia completa do cDNA que a codifica. Nesse
mesmo estudo foi identificado ainda que duas espécies de mRNA alternativos, resultantes de
splicing alternativo, codificam duas isoformas da proteina. A isoforma maior do Ki-67 possui
uma massa molecular calculada de 359 kD, e a menor, uma massa de 320 kD (SCHLUTER et
al., 1993).
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A expressdo dessa proteina varia em intensidade ao longo do ciclo celular. Em geral, a
evidéncia indica que os niveis de Ki-67 ¢ acessivel nas fases G1 e inicio da fase S e pode
aumentar progressivamente para atingir um maximo durante a mitose (DIERENDONCK, et
al., 1991). A meia-vida desse proteina foi estimada em cerca de 60 a 90 minutos e expressoes
diferentes, ao longo do ciclo celular, ndo parece ser devido a acumulagdo de proteinas ndo
degrada, pelo contrario, eles parecem refletir largamente novas sinteses a nivel nuclear

(URRUTICOECHEA et al., 2005).

1.3.2. PROTEINA MYC

A proteina MYC ¢é uma fosfoproteina nuclear codificada pelo oncogene c-myc, o qual
se caracterizam pela capacidade de promover o crescimento celular na auséncia de sinais
mitogé€nicos normais (COTRAN et al., 2010).

O gene myc foi primeiramente identificado em um retrovirus associado ao
desenvolvimento de mielocitomatose em aves e ficou conhecido como v-myc (viral-myc).
Posteriormente, foi identificado um myc homologo, conhecido como c-myc, cuja sua
expressdo alterada foi identificada em alguns tumores humanos e animais. Dois outros
homologos ao myc foram demonstrados em canceres humanos: o N-myc, amplificado em
Neuroblastomas; e o L-myc em carcinoma pulmonar de pequenas células (do inglés, Lung)
(GRANDORI et al., 2000; GARDNER et al., 2002; FARIA & RABENHORST, 2006).

O conjunto desses genes ¢ descrito como familia de oncogenes myc. Esta localizado no
cromossomo 8q24, sendo constituido de trés éxons, podendo ser transcrito a partir de trés
promotores distintos, codificando trés isoformas chamadas de MYC-1 (com 67 kDa), MYC-2
(64 kDa) e MYC-3, também denominada MYC-S (do inglés, Short; por ser a menor das trés
isoformas) (GARDNER et al., 2002; FARIA & RABENHORST, 2006).

A proteina MYC ¢ rapidamente transportada para o ntcleo logo apds sua tradugdo,
onde atua como fator transcricional. Assim, a MYC necessita combinar-se com outra proteina
constitutivamente expressa, denominada Max. Essa dimerizac¢do ¢ viabilizada por sequéncias
conservadas presentes na regido C-terminal de ambas as proteinas, designadas helix-loop-
helix (HLH) e leucine zipper (LZ). Os heterodimeros MYC/Max se ligam em regides
especificas do DNA que contenham a sequéncia CACGTG (conhecida como E-box) e ativam

a transcricao de promotores adjacentes (AMATI ef al., 1998).
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A expressdo de MYC em células humanas ¢ extremamente controlada, ocorrendo
normalmente durante fases especificas do ciclo celular. Todavia, a expressdao desregulada
desse gene pode acarretar alteragdes celulares, promovendo uma transformagdo maligna. Isso
foi bem exemplificado em casos de linfoma de Burkitt, onde se observava uma
superexpressdo do MYC devido a uma translocagdo entre os cromossomos 8 ¢ 14, que
justapde o l6cus do c-myc sob o controle do promotor da cadeia pesada de imunoglobulina,
que ¢ altamente expressa (KLUMB, 2001).

A prolifera¢ao desordenada induzida pela superexpressdo de MYC, transpondo pontos
de checagem do ciclo celular e, subsequentemente, a atividade de mecanismos de reparo do
DNA, pode culminar em instabilidade genomica (GARDNER et al., 2002). Esse efeito
proliferativo esta possivelmente relacionado a indugdo de ciclinas A, D1, D2, E, além de
CDK4, cdc25A (uma fosfatase que ativa CDK2 e CDK4) e a inibigdo da atividade dos
supressores tumorais pl6™ ", p21°"! p2 7" ¢ p575"2 (AMATI et al., 1998; ELEND &
EILERS, 1999).

Estudos t€ém demonstrado que a MYC também estd associada ao crescimento celular,
metabolismo, inibi¢do de diferenciacdo, imortalizacdo, angiogénese e apoptose. Pesquisadores
tem sugerido que a transposi¢do dos pontos de checagem induzida pela MYC possa atuar
como gatilho no processo apoptotico (GRANDORI et al. 2000; GARDNER et al., 2002;
PELENGARIS et al., 2002).

A MYC pode ativar indiretamente a p53 através da indugio da expressdo do p19**F,
que atuaria reprimindo 0 MDM-2, um modulador negativo da p53, promovendo a transcri¢do
da proteina pro-apoptdtica Bax. Tem sido demonstrado também, que pode sensibilizar a
célula para estimulos apoptoticos providos por receptors. Essas evidéncias sugerem que um
possivel efeito sinérgico entre a expressio de MYC e a inibi¢do da apoptose poderia
contribuir no processo tumorigénico (HUEBER et al., 1997, GRANDORI et al, 2000;
PELENGARIS et al., 2002).
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1.4. PERGUNTA DE PARTIDA

. Existe associacdo entre o padrdo de expressdo das proteinas Ki-67 ¢ MYC com a
presenga do Papilomavirus Humano (HPV) em pacientes com Neoplasia Intraepitelial

Cervical (NIC)?

1.5. HIPOTESE DO TRABALHO

. A superexpressdao das proteinas Ki-67 ¢ MYC esta relacionada com a presenga do
virus.
. O aumento da expressdo de MYC nas pacientes com NIC pode estar associado com a

proliferacdo celular (Ki-67).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Correlacionar a expressdo das proteinas Ki-67 e MYC em pacientes portadoras de

Neoplasia Intraepiteliais Cervical (NIC) e associar com a presenga do HPV.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) por Hibridizacdo in situ em

pacientes com NIC atendida em ambulatério de patologia cervical da MEAC.

e Determinar a frequéncia da expressao das proteinas Ki-67 e MYC em pacientes com

NIC de acordo com a classificagdo de Organzagdo Mundial de Saude (WHO).

e Comparar a frequéncia da expressdo das proteinas Ki-67 ¢ MYC com a presenga de

HPV, considerando a gravidade das lesdes.
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RESUMO

O cancer de colo uterino é, mundialmente, o terceiro tipo de cidncer mais comum entre as
mulheres sendo, por isso, considerado um evidente problema de satide publica. Os estudos
epidemiolodgico e posteriomente a biologia molecular revelaram ser a infeccdo pelo
Papillomavirus Humano (HPV) o fator indispensavel para o desenvolvimento de lesdes pré-
malignas culminando com o cancer de colo uterino. Objetivo — O presente estudo tem como
objetivo correlacionar a expressdo das proteinas MYC e Ki-67 em pacientes portadoras de
Neoplasia Intraepiteliais Cervical (NIC) e associar com a presenga do HPV. Materiais e
métodos — O estudo contou com 173 pacientes atendidas nos ambulatérios de Patologia
Cervical da MEAC, por suspeita de lesdo cervical. Em todas as pacientes foi realizado exame
ginecologico onde as areas com lesdo colposcopica foram biopsiadas e encaminhadas para o
laboratério de patologia humana da Universidade Federal do Ceara (UFC) de onde obteve-se
os laudos histopatologicos com os diagnosticos dessas lesdes. Os tecidos biopsiados foram
submetidos a imunohistoquimica das proteinas celulares (Ki-67 ¢ MYC), através do método
da estreptoavidina-biotina-peroxidase e a hibridacdo in situ para deteccdo de HPV pelo
método GenPoint®. Resultado - As pacientes incluidas no estudo tinha idade de 14 a 54 anos
(mediana de 30 anos). A analise histopatologica revelou para o diagnostico de NIC, que 41%,
eram NIC I, 24,9% NIC II e 34,1% NIC III. Em relagdo a faixa etaria, houve correlacdo
positiva quando associada com o grau de NIC (p = 0,001), estando a maior frequéncia de NIC
IIT nas pacientes com idade de 31 a 40 anos. A presenga de HPV foi investigada em todas as
amostras, sendo detectada em apenas 17,3% dos casos. O marcador de proliferagdo celular
Ki-67 foi positivo em 80,3% das amostras do estudo. A positividade desse marcador foi de
40,3% em paciente com NIC I, 26,6% com NIC II e 33,1% com NIC III. Considerando a
presenca de HPV, observou-se que 100% dos casos obteve positividade para o marcador KI-
67 (p = 0,000). A analise da expressdo nuclear da proteina MYC identificou positividade em
61,8% dos casos. Entre as pacientes com o diagndstico para NIC, pode-se observar que foi
positivo para o marcador MYC, 42% em paciente com NIC I, 26,2 % com NIC II e 31,8%
com NIC III. A presenga de HPV foi identificada em 83,3% no caso de MYC positivo,
mostrando uma correlag@o positiva (p = 0,007). Conclusao - As andlises do Ki-67 o indice de
proliferacdo parece ser o diferencial entre os graus da lesdo. Adicionalmente a desregulagdo
de MYC parece ser um evento inicial e idenpendete de HPV, entretanto concomitantemente
expressdo MYC e do Ki-67 esta associada com a severidade das lesdes na presenca de HPV.
Esse achados pode ser utilizado como importante instrumento na avaliacdo das lesoes
precursoras do cancer do colo uterino, favorendo um bom progndtico no aparecimento
precoce das lesdes.

Palavras-chaves — Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC); HPV; MYC; KI-67; Marcadores

Moleculares.
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INTRODUCAO

O cancer de colo uterino ¢ mundialmente o terceiro tipo de cadncer mais comum entre
as mulheres sendo, por isso, considerado um evidente problema de satde publica (INCA,
2012). Os estudos epidemiolodgicos e posteriormente a biologia molecular revelaram ser a
infecc@o pelo Papillomavirus Humano (HPV) o fator indispensavel para o desenvolvimento
de lesdes pré-malignas culminando com o céncer de colo uterino **2.

O evento da carcinogénese no colo uterino implica em uma desordem molecular,
promovida pela infeccao viral persistente que pode levar ao aparecimento de lesdes devido ao
crescimento celular desordenado ’. Estas podem persistir e evoluir, ao longo de anos, para
uma lesdo cancerosa formada por células intraepiteliais escamosas em transformacao .0
valor dessa persisténcia ¢ sua utilizacdo como um marcador clinico da doenga, através da
detecgao do virus em lesdes precursoras e de alteracdes moleculares proporcionadas pelo
virus que possam ser indicativas de progressdo da doenca 3740,

Considerando que a interagcdo das oncoproteinas do HPV com proteinas do ciclo
celular conduz a perturbagdes do mecanismo do ciclo e subsequente alteracao na expressao de

11, 15 . .
> . Em virtude disso, alguns estudos na procura de marcadores de

algumas proteinas
progressdo da lesdo, tem como foco a proteina Ki-67, um conhecido marcador de células
proliferativas e portanto importante para identificar lesdes potencialmente mais agressivas.
Outra proteina bastante estudada e considerada chave no controle do ciclo celular, pois se
apresenta desregulada em muitos tipos de cancer, é a proteina MYC *°. No cancer de colo
uterino e em lesdes pré-malignas, a superexpressdo dessa proteina, embora muito pouco
estudada, ¢ relatada ser frequente em estagios avancados, ">,

Por outro lado, a deteccgao do HPV somente ¢ possivel por as técnicas de biologia
molecular **. Isso se d4 pelo fato de que o HPV ndo produz viremia e sua a replicagdo se da
essencialmente dentro de queratindcitos do hospedeiro, ndo sendo possivel seu cultivo pelos
métodos convencionais em laboratorio **. Dentre as técnicas de deteccdo de DNA viral, a
Hibridizagdo in situ € uma técnica que permite detectar a sequéncias de acido nucléico do
HPV no interior de células individuais, enquanto preserva a morfologia tecidual e celular,
possibilitando a avaliagdo simultinea das alteragdes associadas com a lesdo 2,

Assim, considerando a importancia de novos marcadores indicativos de progressdo
maligna este estudo teve como objetivo verificar a frequéncia da proteina MYC

correlacionando com o marcador de proliferagdo celular Ki-67 em pacientes portadoras de

NeoplasiaS Intraepiteliais Cervicais (NIC) associando com a presenca do HPV.
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MATERIAS E METODOS

O projeto proposto esta inscrito no Conselho Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Escola Assis Chateaubriand
(MEAC) em 12/04/2011, oficio CEP/MEAC n°. 0035/11, protocolo n°. 17/11.

A pesquisa contou com a participagao de 173 mulheres com idade variando de 14 a 54
anos (mediana de 30 anos). Todas as pacientes possuiam bidpsias com diagndstico de

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC I, II ou III).

Hibridacao in situ (HIS)

A detec¢do de DNA do HPV foi realizada por hibridacdo in situ (ISH) com
cromdgeno, utilizando um largo espectro de sonda biotinilada de DNA do HPV (Dako,
Glostrup, Dinamarca), o qual detecta os gendtipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51 e 52. A detecg@o das sondas hibridizadas foi executada usando o sistema de amplificacao
de sinal de tiramida GenPoint ™ (Dako, Glostrup, Dinamarca), e os procedimentos foram
realizados seguindo as recomendagdes do fabricante, bem como protocolo previamente

estabelecido .

Imuno-histoquimica

Realizou-se o método imuno-histoquimico da estreptoavidina-biotina-peroxidase
adaptado de Hsu et al. (1981) *° para a detecgdo das proteinas celulares KI-67 ¢ MYC,
conforme descrito a seguir: Desparafina¢do e hidratagdo em gradiente xileno-alcool-agua.
Recuperagdo antigénica em camara de Pascal utilizando tampao citrato 10mM pH=6,0
(120°C/ 15 PSI), por 3,4 minutos. Bloqueio da peroxidase enddgena, em peroxido de
hidrogénio a 3%, por 10 min. Incubagdo das ldminas com o anticorpo primario
(DakoCytomation®) (dilui¢do KI-67 1:80; MYC 1:80), em geladeira (4 - 8°C) por 16 horas.
Detecgdo pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Revelacdo pelo sistema DAB+ (3,3 -diaminobenzidine) (DakoCytomation®),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Contra-coloracdo com Hematoxilina de Carrasi.

Desidratacdo em gradiente de dgua-alcool-xileno, por fim montagem.
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Analise da Imunohistoquimica

Admitiu-se como marcacdo, tanto para a imuno-histoquimica com para a HIS, a
presenga de uma coloragdo marrom caracteristica, adquirida pelo cromogeno apos oxidagao,
situadas nas regides nucleares das células da camada epitelial escamosa, em contraste com o
azul/violeta conferido pela hematoxilina, constatada por microscopia optica.

Para a imuno-histoquimica foi estimada através de contagem manual utilizando
microscopia optica o indice de marcacdo LI (do inglés, Labelling index),”'. Foram
selecionados campos aleatorios (magnificacdo de 400X), com representativa quantidade de
células tumorais. Um minimo de 500 células foram contadas ¢ o indice de marcagdo foi
calculado com base na seguinte formula: LI = (Total de células marcadas) / (Total de células
contadas) X 100

Foi definido como critério de positividade para o KI-67 a existéncia de um minimo de
10% de células marcadas na camada escamosa (LI > 10) e para MYC a existéncia de um
minimo de 5% de células marcadas (LI > 5). A marcacdo LI foi ainda expressada em quartis
para cada marcador. Para o marcador KI-67 os quartis foi dividido em Q1 =<10%, Q2 =10 —
25%, Q3 =26 — 50%, Q4 =51 —-75 % e Q5 => 75%. Ja para o MYC os quartis foi dividido
em Q0 =<5%, Ql =5 - 10%, Q2 =11 — 25%, Q3 =26 — 50%, Q4 =51 -75% e Q5 =>
75%. A intensidade de marcacdo também foi avaliada, admitiu-se os padrdes: fraca,
moderada e forte, com base na intensidade observada.

Para a HIS, considerou-se positivo qualquer marcacdo marrom nuclear em células da
camada epitelial escamosa, independente do percentual de células marcadas, considerando um
resultado qualitativo.

Para ambas as técnicas foram avaliados ainda, a distribui¢cdo da marca¢do na camada
epitelial escamosa, considerando como: (1) marcagdo focal, a constatag@o de ilha(s) de células
coilociticas marcadas; ou (2) marcacdo difusa, a constatagdo de células coilociticas marcadas

dispersas em toda camada analisada.

Analises Estatistica

Os dados clinico-patologicos, assim como os resultados das técnicas de hibridacdo in
situ e imuno-histoquimica, foram demonstrados através de graficos e tabelas com o auxilio do

programa Microsoft Excel 2000.
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A correlagdo das varidveis observadas foi realizada através do programa estatistico
EPINFO  versdo 3.5.1 e SPSS_ 20.0, utilizando-se o Teste do Qui-quadrado (¥ Z), Teste
Exato de Fisher, Correlacdo Linear de Spearman. Foram considerados estatisticamente

significantes, valores de p < 0,05.

RESULTADOS

ANALISE CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Nesse estudo a idade das pacientes variou de 14 a 54 anos, com mediana de 30 anos. O
valor da mediana foi utilizado para determinacdo do ponto de corte para a formagao do grupo
< 30 anos e > 30 anos. A neoplasia intraepitelial cervical grau I foi identificada em 41%
(71/173), NIC II em 24,9% (43/173) e NIC III em 34,1% (59/173) das pacientes. Pacientes na
faixa de etaria de 21 a 30 anos apresentaram as maiores frequéncias de NIC I (46,5%; 33/71)
e NIC II (46,5%; 20/43), enquanto que pacientes na faixa etaria 31 a 40 anos NIC III foi mais
frequente 42,4% (25/59). A tabela 1 mostra a distribuicdo dos graus de NIC considerando o
ponto de corte de 30 anos. Por esta tabela observa-se que as pacientes com idade < 30 anos
foram estaticamente mais frequentes com NIC I enquanto que as mulheres com idade > 30

anos foram estaticamente associadas com lesdes de maior gravidade.

TABELA 1. Distribuiciao do grau de NIC entre as faixas etarias < 30 anos e > 30 anos.

NIC I NIC II NIC 111 NIC I1/ 11
IDADE Total (N=71) (N=43) » (N=59) » (N=102) »
N (%) N (%) N (%) N (%)
<30 anos 93 47 (50,5%) 26 (28,0%) 20 (21,5%) 46 (49,5%)
0,536 0,000 0,006
> 30 anos 80 24 (30,0%) 17 (21,2%) 39 (48,8%) 56 (70,0%)
Total 71 43 59 102

NIC - Neoplasia Intraepitelial Cervical I, II, Il e IV/III. ~ Significado estatistico comparando com NIC L.
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A positividade para Ki-67 foi observada em 80,3% (139/173) da amostra desse estudo
e para a proteina MYC observada em 62,4% (108/173). Para ambos os marcadores, a
marcac¢do foi predominantemente do tipo difusa (» = 0,664, p = 0,000; » = 0,616, p = 0,000
respectivamente) e com intensidade moderada/forte (» = 0,578; p = 0,000; r = 0,424; p =
0,000 respectivamente). Adicionalmente considerando a distribuigdo (focal, difuso), foi
observado uma correlagdo positiva entre a gravidade da lesdo e a presenga de marcacao
difusa para o Ki-67 (r = 0,170; p = 0,025).

A tabela 2 mostra a distribuicdo da positividade dos marcadores Ki-67 e MYC de
acordo com grau de NIC e a idade das pacientes. Nao houve diferenga quanto a positividade
desses marcadores ¢ a gravidade de neoplasias intraepiteliais cervicais. Contudo,
considerando o corte da idade foi observado que a positividade para o Ki-67 foi
estatisticamente associada a pacientes com idade > 30 anos com NICII /III, enquanto que a
positividade de MYC foi estaticamente associada com pacientes <30 anos com somente com

NIC IIL).

TABELA 2. Positividade dos marcadores entre as faixas etarias < 30 anos e > 30 anos de acordo com o grau
de NIC.

NIC I NIC 11 NIC 111 NIC 11/ III
N=71 N=43 N=59 N=102

MARCADOR pipp V7D ) (N=59) p =)
N (%) N (%) N (%) N (%)

<30anos  37(48,7%) 23 (30,3%) 16 (21,0%) 39 (51,3%)

0,699 0,246 0,026*

Ki-67 +

> 30 anos 19 (30,2%) 14 (22,2%) 30 (47,6%) 44 (69,8%)
TOTAL 56 (78,9%) 37 (86,0%) 0,338 46 (78,0%) 0.900 83 (81,4%) (.684

<30 anos 29 (46,8%) 20 (32,2%) 0,459 13(21,0%) 0,028* 33 (53,2%) 0307
MYC +

> 30 anos 17 (37,0%) 8 (17,4%) 21 (45,6%) 29 (63,0%)
TOTAL 46 (64,8%) 28 (65,1%) 0,971 34 (57,6%) 0,403 62 (60,8%) 0.592

Pacientes (N=173) distribuidas nas faixas etarias < 30 anos e > 30 anos, de acordo com Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC I, IL, III e II/III), usando como referéncia o grupo NIC I para determinagao estatistica.
" Significado estatistico.

Os indices de marcagdo (LI) de Ki-67 e MYC foram distribuidos em quartis (Q) e
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analisados de acordo com a gravidade da lesdo (grafico I). Por esse grafico, pode-se observar
que os todos os casos NIC tiveram uma frequéncia relevante de células marcada. Entretanto
com rela¢do ao Ki-67observa-se que no QIII que representa 26 a 50% que NICI foi a lesdo
mais frequente enquanto que no QIV-V, que representa > 51, as lesdes NICIII sdo as mais
frequentes. De fato, comparando os LI de acordo com as lesdes observou-se que o niimero de
células marcadas para Ki-67 em NICIII e NICII/NICIII foram estaticamente maiores que
NICI. Essa diferenca ndo foi observada para MYC, entretanto vale ressaltar que a frequéncia a

alta porcentagem de casos dentro dos quartis que representam um relevante numero de células

marcadas.
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GRAFICO 1. Distribuicio do indice de marcacéo (LI) em quartis (Q)das proteinas nos trés graus de NIC.
Quartis (Q) para Ki-67 (QI = < 10%; QII = 10 a 25%; QIII =26 a 50%; QIV -QV=>51 ¢ para MYC (QI = < 5%j;
QII=52a10%; QII= 11 a 25%; QIV =>26%).

A presenca de HPV foi detectada em apenas 17,3% (30/173) dos casos. A maioria das
pacientes HPV positivo, 53,3% (16/30) estavam na faixa de idade < 30 anos, desta 87,5%
(14/16) possuiam de 21 a 30 anos. A maior frequéncia, 50% (15/30) de HPV positivo, foi
estaticamente associado as mulheres com NIC II (p = 0,0004) e 80% (24/30) ou considerando
NIC II/IIT (p = 0,009). A marcacdo do DNA viral foi observada na forma difusa, pontual ou
mista. A marcacdo pontual foi a marcagdo mais frequente na amostra geral (73,3% (22/30),
seguida da mista com 20% (6/30) e da difusa 6,7% (2/30), sendo também a mais frequente
dentro de cada grupo de lesdo. A maior frequéncia de marcagdo pontual foi em pacientes com

Os dois casos de marcacdo puramente difusas eram NIC III, mas com grande numero de
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células marcadas.

Todos os casos HPV positivo, 100% (30/30) foram também positivos para o marcador

Ki-67 (p = 0,000), enquanto que a proteina MYC foi identificada em 83,3% (25/30) dos

casos. Ambos marcadores, Ki-67 e MYC, foram significativamente mais frequentes, (26,7%,

8/30; 28%, 7/25 respectivamente) nas pacientes com idade < 30 anos e com NIC II. A tabela 3

mostra a distribui¢do da positividade dos marcadores Ki-67 ¢ MYC de acordo com a

gravidade de NIC e a presenga de HPV. Marcagdo positiva para Ki-67 e para MYC foram

significativamente mais frequentes nas pacientes com NIC II e NICII/III quando comparadas

com NIC I. Adicionalmente. Correlagdo positiva foi encontrada entre a presenca de HPV ¢ o

namero de células marcadas (LI) para Ki-67 ¢ MYC (r =0,227; p = 0,003; » = 0,198; p =

0,009).

TABELA 3. Distribuicio dos diferentes graus de NIC, relacionando com os marcadores e a presenca do

HPVs.
NIC I NIC 11 NIC 111 NIC I/ IIT
N (%) N (%) N (%) N (%)
HPV + 6(20,0%) 15 (50,0%) 9(30,0%) 0,209 24 (80,0%)
Ki-67 + 0,0007 0,010
HPV - 50 (45,9%) 22 (20,2%) 37(33,9%) 59 (54,1%)
HPV + 6(24,0%) 11 (44,0%) 8(32,0%) oy 19(76,0%)
MYC + 0,009 0,031
HPV - 40 (48,2%) 17 (20,5%) 26 (31,3%) 43 (51,8%)

NIC - Neoplasia Intraepitelial Cervical L, I, IIT e II/TII.
* Significado estatistico comparando com NIC I.

A tabela 4 mostra a distribuicdo em quartis do indice de marcagdo (LI) dos marcadores

Ki-67 e MYC considerando a presenga de HPV. Todos os casos HPV positivo foram

estaticamente associados com os quartis mais elevados para ambos os marcadores.
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TABELA 4. Frequéncia do padrio de marcacgio do Ki-67 e MYC associadas a presenca do HPV.

HPV + HPV -

MARCADORES QUARTIS T
N (%) N (%) p

QI 0(00,0%)  34(23,8%) 66 ]

Ki-67 0,0007
QIV-QV  20(66,7%)  53(37,1%) 95

QI 5(16,7%) 61 (46,6%) 66 ]

MYC 0,0026

QIV-QVI  25(83,3%) 70 (53,4%) 95

Relagdo entre o padrao de marcagao (LI) de Ki-67 e MYC, relacionando o quartis QI com os QIV a QVI com a
presenca e a auséncia do HPV (HPV+ e HPV-). Distribuigdo em quartis (Q) para Ki-67 (QI =< 10%; QII = 10 a
25%; QIII = 26 a 50%; QIV =51 a 75%; QV => 75%) e para MYC (QI =< 5%; QI =5 a 10%; QI =11 a
25%; QIV =26 a 50%; QV =51 a 75%; QVI=> 75%). ) Significado estatistico.

Adicionalmente, a presenca de HPV foi positivamente correlacionada com a
intensidade da marcacdo do Ki-67 (» = 0,230; p = 0,002). De fato, a maioria (93,3%; 28/30)
dos casos HPV positivo foram estaticamente associados a marcagdo moderada/forte, enquanto
que para o MYC, a intensidade da marcacdo mais frequente para os casos HPV positivo foi a

fraca, apesar de ndo estaticamente significativo (Tabela 5).

TABELA 5. Frequéncia da intensidade de marcacao do Ki-67 e MYC associadas a presenca do HPV.

HPV + HPV -
MARCADORES INTENSIDADE T
N (%) N (%) P
Fraca 2 (6,7%) 25 (22,9%) 27 .
Ki-67 0,046
Moderada / Forte 28 (93,3%) 84(77,1%) 112
Fraca 17(68,0%) 50 (60,2%) 67
MYC 0,483

Moderada / Forte 8(32,0%) 33 (39,8%) 41

Positividade dos marcadores (Ki-67 ¢ MYC) e a intensidade de marcagdo (Fraca e Moderada/Forte) nas
pacientes (N=173) de acordo presenca e auséncia do HPV (HPV+ e HPV-). = Significado estatistico.

A tabela 6 mostra as andlises considerando os dois marcadores Ki-67 ¢ MYC
associados e presenca de HPV e distribuidos de acordo com NIC. Positividade para ambos foi
encontrada em 52% (90/173) das amostras, os quais foram significantemente mais frequente
nas pacientes NICII e NICIVIII comparada com NICI. Observa—se por essa tabela que
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nenhum dos casos HPV positivos foram negativos para ambos os marcadores. Somente a

presenga de MYC foi observada nos casos de neoplasia intraepitelial cervical HPV negativas,

enquanto que Ki-67 é observado em ambos situagdes HPV positiva e negativa.

TABELA 6. Distribuicio dos diferentes graus de NIC, relacionando com os marcadores e a presenca do

HPVs.
NICI NIC I NIC I1I NIC 11/ 111
N (%) N (%) N (%) N (%)
Ki-67 (-) HPV+  0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Impossivel Impossivel Impossivel
MYC (-) HPV - 6(37,5%)  2(12,5%) 8(50,0%) 10(62,5%)
Ki-67 (+) HPV +  6(24,0%)  11(44,0%) ) 8(32,0%) 0262 19(76,0%)
0,011 0,040%*
MYC (+) HPV - 31(47,7%)  13(20,0%) 21(32,3%) 0,167 34(52,3%)
Ki-67 (-) HPV + 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Impossivel Impossivel Impossivel
MYC (+) HPV - 9(50,0%)  4(22,2%) 5(27,8%) 9(50,0%)
Ki-67 (+) HPV +  0(0,0%) 4(80,0%) 1(20,0%) 0472 5(100,0%)
0,019* 0,395
MYC (-) HPV - 19(43,2%)  9(20,4%) 16(36,4%) 0,137 25(56,8%)

NIC - Neoplasia Intraepitelial Cervical I, II, Il e II/ITL. Significado estatistico comparando com NIC I.

DISCUSSAO

Um numero cada vez mais frequente de mulheres jovens sdo diagnosticadas com

lesdes pré-malignas (Neoplasias Intraepiteliais Cervicais - NIC) precursoras do cancer de colo

. - A : 3, 34
uterino e portanto, com potencial de desenvolverem céncer em idade precoce . Por essa

razdo, estudos, que elucidem alteracdes nestas lesdes sdo de grande valia no entendimento das

vias moleculares envolvida no processo neopldsico bem como podem servir de valor

prognostico para o desenvolvimento de lesdes mais agressivas.

Considerando que as interacdes das oncoproteinas do HPV com proteinas do ciclo

celular conduzem a perturbagdes na sua regulacdo, um dos marcadores mais estudados ¢ o Ki-

67, um conhecido marcador de células proliferativas e de lesdes potencialmente mais
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: 35,47, 49
agressivas ~ 7 o’

sendo que em lesdes cervicais esses estudos sdo na sua maioria, associado
com o supressor tumoral p16 > > 173> %30 14 poucos estudos com MYC em neoplasias
intraepiteliais cervicais e ndo ha estudos que o associem ao Ki-67 e HPV. Visto MYC, ser
encontrado alterado em cancer de colo uterino, ¢ interessante observar esse marcador nas
lesdes precursoras. Assim, neste estudo, ambos marcadores foram estudados nas lesdes de
colo uterino considerando também a influéncia de HPV na sua expressao.

No presente estudo foi levado em consideragdo a idade das pacientes, visto que
respostas imunoldgicas tendem a diferir com a faixa etdria. Assim as pacientes foram
divididas considerando o ponto de corte de 30 anos, que correspondeu a mediana da idade.
Outros estudos também tiveram mediana nessa faixa etaria, incluindo um da regido sudeste e
um da regido nordeste do Brasil 19.29:3146 “Como era esperada, devido a progressao lenta da
doenca, a maior frequéncia de NIC I e II foi encontrado nas pacientes com idade < 30 anos e
de NIC IIT em mulheres > 30 anos ***7***® Contudo, é interessante notar que na populago
estudada, uma fracdo significante de pacientes jovens, idade < 30 anos, foram identificada
com NIC II / III. Como neste grupo estdo incluidas mulheres com 14 a 18 anos, o encontro de
lesdes mais graves em idades precoce, indica a iniciagdo sexual em idade precoce na qual a
ectopia cervical é mais susceptivel & infecgdo > *.

Nesse estudo, a positividade para o Ki-67 foi observada na maioria das amostras,
sendo a frequéncia de marcacdo superior a maioria dos valores reportados na literatura (25%
a 80%) ' *> % Com relagdo a MYC, a positividade foi também superior ao estudo de
Protrka et al.(2011)*® em lesdo cervical. Ndo houve, nesse estudo, diferencas estatisticas da
frequéncia quanto ao numero de casos positivos, para ambos os marcadores, de acordo com
a gravidade da lesdo. WENTZENSEN et al. (2012)°°, encontrou resultados semelhantes para
o Ki-67, no entanto em estudos que o associam Ki-67 com o p16 diferencas estatistica foram
observadas quanto ao nimero de casos e a gravidade da lesdo > *. Para 0 MYC o achado
deste estudo discorda do tnico estudo com MYC ' em pré-lesdes, no qual MYC foi
observado estaticamente mais frequente em estagios histopatologicos mais comprometidos,.
Entretanto, quando a idade ¢ considerada, a positividade para o Ki-67 foi estatisticamente
associada a pacientes com idade > 30 anos com NICII /III, apesar de presente também nas
mulheres mais jovens, indicando o potencial proliferativo associado ao tempo de
desenvolvimento da lesdo. Esse dado pode ser corroborado pelo encontro de correlagdo
positiva da marcagdo difusa para o Ki-67 em lesdes mais graves. Por outro lado, a
positividade de MYC que foi estatisticamente associada com pacientes <30 anos com NIC I,

pode ser indicativa da alteracdo desse marcador nas lesdes iniciais.
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Adicionalmente, quando o indice de marcagdo foi considerado (LI), observou-se que
os quartis que representavam maiores indices de marcacdo para Ki-67 foram associados as
lesdes de maior agressividade, concordando com outros estudos * ** *°. Esse fato ndo foi
observado para MYC. Contudo, o fato do MYC ser positivo em um numero
consideravelmentede casos em todos os graus e em um numero relevante de células e,
considerando que no cancer de colo uterino a superexpressdo dessa proteina, embora

12, 38 . .
7%, indica que a sua

raramente estudada, ¢ associada com a progressdo da doenca
desregulag@o no cancer cervical ¢ um fator incial e mantido durante a progressao da lesado.

Nesse estudo, 17,3% das lesdes foram HPV postivas por hibridagdo in situ, frequéncia

esta inferior a de outros estudos usando a mesma técnica * *. Entretanto, frequéncia similar

foi encontrada em alguns estudos, com amostras semelhantes, utilizando a captura hibrida

21, 33, 39 .
*°> 27 De fato, a literatura

(CH), que atualmente a técnica utilizada na rotina diagnostica
relata uma grande variagdo da presenca de HPV nas lesdes intraepiteliais cervical indo de 3,5
% a 95,2 %, utilizando a técnicas de CH e de PCR * ' **  Essa variagdo parece ser
dependente da regido geografica e dos padrdes sexuais da populagdo estudada, e pelo lado
técnico, ¢ dependente do desenho do estudo, da frequéncias dos tipos de lesdes incluidas no
estudo (maior ou menor gravidade), da carga viral e finalmente da sensibilidade do teste
empregado para detecgdo viral > '* 152

Uma vantagem da técnica de HIS ¢ a sua asociacdo com a morfologia do tecido e a
localizag@o topografica do DNA viral nas células, favorecendo a avaliacdo da distribui¢do do

1 r ~ v .
33-31 'Ha um consenso que a marcagio pontual pode revelar o estado fisico do

HPV nas lesoes
DNA do HPV . A forma epissomal leva a uma coloragio difusa, enquanto que a integragdo
do DNA viral ao genoma da célula hospedeira gera sinais pontuais *' . Nos poucos estudos que
relatam essa analise, a marcagio pontual estd frequentemente associada a pacientes NIC III
2 No presente estudo em todos os graus. a marcacao pontual foi a mais frequente. Os dois
casos puramente difusos foram em NICIII, mas com positividade difusa em um nimero
relevante de células. Conforme Triglia et al (2008) ¥ a integracdo do DNA do HPV ao DNA
do hospedeiro ¢ um passo importante na carcinogenese cervical, que pode potencialmente ser
usada como um marcador de progressdo para NIC.

A relacdo do HPV com o ciclo celular pode ser bservada neste estudo pelo fato de que
todos os casos HPV positivos eram Ki-67 positivos. O fato do Ki-67, bem como MYC

estarem ssociados estatiscamente aos casos NICII e III e os negativos com NIC I, ndo os

habilitam como marcadores independentes da presenca de HPV e de progressdo da lesdo, pois
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ambos estdo também em frequencia relevante nos casos HPV negativos. Entretanto, observa-
se que para o Ki-67, o indice de marcacdo nos casos HPV positivos foram todos maiores que
50% e intensamente marcados, achado semelhante também foi observado na literatura, o que
reconhece esse marcador como um adjuvante de diagnostico para a classificagdo das amostras

2223 Ppor outro lado, MYC também foi associado com

de tecido cervical em transformagéo
indices consideraveis de marcagdo (maior que 26%) mas os casos mais fortemente marcados
foram mais frequentes nos HPV negativos, indicando uma via MYC dependente, nos casos
HPV negativos. De acordo com estudo experimental realizado por Narisawa-Saito et al (2012)
3% um determinado nivel de limiar de MYC ¢é suficiente para o desenvolvimento do tumor,
embora superexpresso, tal expressdo excedente desse marcador pode afetar outras
caracteristicas patologicas, tais como metastases.

Relagdo interessante foi observada quando esses dois marcadores foram associados. O
nao encontro de casos HPV positivos com ambos marcadores negativos e a associagdo
estatistica de casos HPV positivos e ambos marcadores positivos com lesdes mais agressivas,
indica que positividade concomitante para esses dois marcadores em casos HPV positivos
pode ser usado como indicativa de progressao de lesao.

Em conclusio, nas analises do Ki-67 o indice de proliferacao parece ser o diferencial
entre os graus da lesdo. Adicionalmente a desregulacdo de MYC parece ser um evento inicial
e idenpendete de HPV, entretanto concomitantemente expressio MYC e do Ki-67 esta
associada com a severidade das lesdes na presenga de HPV. Esse achados pode ser utilizado

como importante instrumento na avaliacdo das lesdes precursoras do cancer do colo uterino,

favorendo um bom prognotico no aparecimento precoce das lesoes.
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5. ANEXOS

ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA FDUCAC,AO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
MATERNIDADE-ESCOLA ASSIS CHATEAUBRIAND
Rua Coronel Nunes de Melo, $/N° - Rodolfo Teofilo - C.G.C. 07.206.048/0001-08
PABX: (085) 4009-8523 - Fax: (085) 4009-8515
CEP 60430-270 - Fortaleza - Ceard - Brasil

OFICIO CEP/MEAC N 0035/11 Fortaleza, 12 de abril de 2011.

Protocolo n°® 17/11
Pesquisadora responsivel: Silvia Helena Barem Rabenhorst
Dept°/Servico: Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: Frequéncia da Infecgdo pelo Hpv em Pacientes com Lesdes
Cervicais do Ceard: Associacdo com Alteragdes Citoldgicas, Histopatologicas e
Marcadores Moleculares

Levamos ao conhecimento de V. §*. que o Comité de Ftica em Pesquisa da

Maternidade-Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceara
CEP/MEAC/UFC, dentrc das normas que regulameniam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional da Saide — Ministério da Saude, Resolucio n°
196/96-de 10 de outubro de 1996 e complementares, aprovou o projeto supracitado,
na reunifio de 29 de margo de 2011.

A Pesquisadora devera comparecer ao sctor competente da Institui¢io, onde

sera realizada a pesquisa, para a confec¢do dos crachas, munida deste documento.

lgualmente, informamos que a mesma devera se comprometer a comunicar

qualquer ocorréncia no desenvolvimento do trabalho, assim como, cnviar o
relatorio final do referido projeto.

Ima. Sra. Silvia Helena Barem Rabenhorst

D il ceahanhoset Zivh atnmoil s

Atenciosamente,

ﬁ@f@/;% T
Tereza Cristina Alves ferreira

Coordenador do CEP-MEAC/UFC
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6. APENDICE

APENDICE 1 - MATERIAIS E METODOS

Pacientes

O projeto proposto esta inscrito no Conselho Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Escola Assis Chateaubriand
(MEAC) em 12/04/2011, oficio CEP/MEAC n°. 0035/11, protocolo n°. 17/11.

O estudo foi do tipo observacional transversal descrito, ndo controlado, retrospectivo,
o qual analisou pacientes com idade acima de 14 anos, com vida sexual ativa, que foram
encaminhadas aos ambulatorios de Patologia Cervical da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand - MEAC. Foram excluidos do estudo, pacientes menores de 14 anos, as virgens
e as portadoras, que estejam em tratamento para condilomas externos ou internos, as com
tratamento de doenga cervical por ablagdo (crioterapia ou ablacdo por laser) e as com
qualquer condi¢do confirmada ou suspeita de imunossupressdo ou imunodeficiéncia. Foram
incluidas apenas as pacientes que aceitaram a assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido e concordaram em responder a um questionario sobre caracteristicas socio-clinico
epidemioldgicas o qual continha informagdes sobre a vida sexual e reprodutiva.

A pesquisa contou com a participagao de 173 mulheres com idade variando de 14 a 54
anos e mediana de 30 anos. Todas as pacientes possuiam bidpsias com diagndstico de
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC I, II ou III). Entre essas, 54 pacientes foram biopsiadas
e essas amostras encaminhadas para o laboratorio de patologia da Universidade Federal do
Ceara (UFC) para exame histopatoldgico, com pesterior anamnese. As 119 amostras restantes
foram obtidas em arquivos de 2010 a 2013 do departamento de patologia da UFC, com
posterior pesquisa de dados sécio-epidemioldgico em prontudrios.

Apods levantamento das amostras foram realizados cortes histologicos de tecidos
emblocados, em micrétomo criostato, com uma espessura de aproximadamente 4 ¢ 5 pm,

distedido em laminas silanizadas para posterior analise de HIS e Imunohistoquimica.
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Hibridacao in situ (HIS)

A deteccdo de DNA do HPV foi realizada por hibridagdo in situ (ISH) com
cromogeno, utilizando um largo espectro de sonda biotinilada de DNA do HPV (Dako,
Glostrup, Dinamarca), o qual detecta os gendtipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51 e 52. A detecg@o das sondas hibridizadas foi executada usando o sistema de amplificacao
de sinal de tiramida GenPoint ™ (Dako, Glostrup, Dinamarca), e os procedimentos foram
realizados seguindo as recomendacgdes do fabricante, bem como protocolo previamente

estabelecido .

Imuno-histoquimica

Realizou-se o método imunohistoquimico da estreptoavidina-biotina-peroxidase
adaptado de Hsu et al. (1981) para a deteccao das proteinas celulares Ki-67 e MYC, conforme

descrito a seguir:

1. Cortes histologicos de 5 um foram fixados em laminas de vidro devidamente limpas e
tratadas com silano a 4%,

2. Passagem das laminas em estufa pré-aquecida a 65°C, durante 120 minutos;

3. Desparafinagdo e hidratacdo em gradiente xileno-alcool-agua;

4. Recuperagdo antigénica em camara de Pascal utilizando tampdo citrato 10mM pH=6,0
(120°C/ 15 PSI), por 3,4 minutos;

5. Bloqueio da peroxidase enddgena, em peroxido de hidrogénio a 3%, por 10 min;

6. Incubagdo das laminas com o anticorpo primario (DakoCytomation®) (dilui¢do Ki-67 1:80;
MYC 1:80), em geladeira (4 - 8°C) por 16 horas;

7. Deteccdo pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), seguindo as recomendagdes do
fabricante;

8. Revelacdo pelo sistema DAB+ (3,3 -diaminobenzidine) (DakoCytomation®), seguindo as
recomendacdes do fabricante;

9. Contra-coloracdo com Hematoxilina de Carrasi.

10. Desidratagdo em gradiente de agua-alcool-xileno;

11. Montagem com laminulas e Balsamo do Canada.
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Em cada bateria de imunohistoquimica, foi incluido um espécime clinico sabidamente
positivo para cada proteina, como controle positivo, que foram amostras previamente

comprovadas de cancer uterino, para validagcdo do experimento.

Analise da Imunohistoquimica

Admitiu-se como marcagdo, tanto para a imunohistoquimica com para a HIS, a
presenga de uma coloragdo marrom caracteristica, adquirida pelo cromogeno apos oxidagao,
situadas nas regides nucleares das células da camada epitelial escamosa, em contraste com o
azul/violeta conferido pela hematoxilina, constatada por microscopia dptica.

Para a imuno-histoquimica foi estimada através de contagem manual utilizando
microscopia optica o indice de marcacdo LI (do inglés, Labelling index), (LANDBERG &
ROSS, 1993). Foram selecionados campos aleatorios (magnificacio de 400X), com
representativa quantidade de células tumorais. Um minimo de 500 células foram contadas e o

indice de marcagdo foi calculado com base na seguinte formula:

LI = (Total de células marcadas) / (Total de células contadas) X 100

Foi definido como critério de positividade para o Ki-67 a existéncia de um minimo de
10% de células da camada de transformagdo marcadas (LI > 10) e para MYC a existéncia de
um minimo de 5% de células marcadas (LI > 5). A marcagdo LI foi ainda expressada em
quartis para cada marcador. Para o marcador Ki-67 os quartis foi dividido em Q1 = < 10%,
Q2=10-25%, Q3 =26 —50%, Q4=51-75% e Q5 => 75%. Ja para o MYC os quartis foi
dividido em Q1 = < 5%, Q2=5 - 10%, Q3 =11 —25%, Q4 =26 — 50%, Q5 =51 -75 % e Q6
=>75%. A intensidade de marcacdo também foi avaliada, admitiu-se os valores: 0 (auséncia
de marcagdo), 1+ (fraca), 2+ (moderada), 3+ (forte), com base na intensidade observada.

Para a HIS, considerou-se positivo qualquer marcagdo marrom nuclear em células da
camada epitelial escamosa, independente do percentual de células marcadas, considerando um
resultado qualitativo. Foi realizado ainda a identifica¢@o da localizagdo do DNA viral : sendo
para a forma epissomal, DNA viral ndo-integrado ao DNA da célula hospedeira, foi
denominada difusa e para forma integrada, DNA viral integrado ao DNA da célula
hospedeira, foi denominada pontual.

Para ambas as técnicas, HIS e IHQ foram avaliados ainda, a distribui¢do da marcacao

na camada epitelial escamosa, considerando como: (1) marcacdo focal, a constatagdo de
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ilha(s) de células coilociticas marcadas; ou (2) marcacdao difusa, a constatacdo de células

coilociticas marcadas dispersas em toda camada analisada.

Analises Estatistica

Os dados clinico-patologicos, assim como os resultados das técnicas de hibridacdo in
situ e imuno-histoquimica, foram demonstrados através de graficos e tabelas com o auxilio do
programa Microsoft Excel 2000.

A correlagdo das variaveis observadas foi realizada através do programa estatistico
EPINFO  versdo 3.5.1 e SPSS_ 20.0, utilizando-se o Teste do Qui-quadrado (¥ 2), Teste
Exato de Fisher, Correlagdo Linear de Spearman. Foram considerados estatisticamente

significantes, valores de p < 0,05.
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APENDICE 2 - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar de uma pesquisa denominada
FREQUENCIA DA INFECCAO PELO HPV EM PACIENTES, COM LESOES
CERVICAIS, DO CEARA: ASSOCIACAO COM ALTERACOES CITOLOGICAS,
HISTOPATOLOGICAS E MARCADORES MOLECULARES, que tem como objetivo
principal caracterizar o perfil sexual das pacientes atendidas no ambulatorio especializado da
rede publica e estimar a freqiiéncia de infec¢do do Papiloma virus Humano (HPV) nessas
pacientes.

O proposito deste folheto & esclarecer aberta ¢ claramente todos os procedimentos
envolvidos no estudo clinico, antes de sua decisdo quanto a participacao. O estudo esta sendo
realizado pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do
Ceara. Cerca de 300 pacientes, mulheres serdo incluidas no presente estudo. Portanto, se
concordar em participar voc€ sera uma delas, que ndo tera beneficio direto imediato, em
principio, mas que estara contribuindo para que se entenda melhor o perfil sexual social e
patologico de mulheres cearenses e assim poder beneficiar um niimero maior de pessoas no

futuro.

Nenhuma mudanca sera feita no seu tratamento, no que diz respeito ao numero de
aplicagdes ou nos medicamentos que seriam utilizados. Os efeitos colaterais, porventura
existentes serdo os do tratamento a que vocé ja iria se submeter e que serdo explicados pelo
médico assistente. Nenhum efeito colateral podera ser atribuido ao presente trabalho. A unica
coisa que sera feita de diferente sera a coleta de uma amostra de sangue, em torno de SmL
(uma colher de sobremesa), além da coleta de esfregaco endocervical, para se examinar a
presenga de HPV (e, em caso positivo, a identificagdo do seu subtipo para analise de risco).
Esta coleta sera realizada no ambulatdrio, sob supervisdo do seu médico, o que ndo
determinard nenhum risco adicional.

Paralelamente serdo anotados alguns dados referentes a vocé no que diz respeito ao
Perfil Social (Estado Civil, idade do nascimento, entre outros), Perfil Sexual (data da tltima
menstruacao, uso de contraceptivos, entre outros), Historia Prévia Clinica (Historia de cancer

na familia, entre outros), Quadro Clinico Atual (Queixa Principal) e informacgdes relativas
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aos testes de Vulvoscopia e Colposcopia previamente realizados. Estas informagdes serdo
perguntadas a vocé ou poderdo ser retiradas do seu prontuario.

E importante entender que vocé ndo é obrigada a participar do estudo. Se vocé decidir
ndo participar ou desejar suspender a participagdo em qualquer momento, voc€ ndo precisa
dar explicagdes e continuara sendo assistida e tratada com o melhor cuidado possivel,
devendo comunicar esta decisdo a seu médico, para que ele tome conhecimento e faca os
esclarecimentos devidos. Se a qualquer momento seu médico achar melhor realizar uma
mudanga no tratamento, ele farda a mudanga que se fizer necessaria sem nenhum prejuizo
para a pesquisa.

Fique a vontade para formular pergunta aos pesquisadores, cujos nomes e telefones
serdo encontrados ao final deste folheto, mesmo que pareca muito simples sua davida. Vocé
poderd também conversar sobre o estudo com familiares, amigos ou com o médico que lhe
assiste.

Todos os seus dados pessoais serdo tratados de maneira estritamente confidencial,
ficando sua identificacdo inteiramente protegida.

A qualquer época vocé podera ter acesso as informacdes e conclusdes do presente
estudo, bem como os resultados de seus exames individualmente.

Se porventura, surgir alguma informacao que possa vir a lhe beneficiar, vocé sera
imediatamente comunicada.

Se vocé tiver alguma duvida posteriormente, vocé podera contatar os pesquisadores
descritos abaixo a qualquer momento, bem como se vocé tiver alguma preocupagdo com o
seu tratamento, a extensao de sua doenga ou qualquer outro problema.

Deve ficar bem claro que a qualquer tempo vocé podera pedir para sair do estudo se
ndo for mais conveniente para voc€, devendo comunicar esta decisdo a seu médico, para que
ele tome conhecimento e faga os esclarecimentos devidos, ficando claro que isso ndo
resultara, em nenhuma hipdtese, prejuizo para o seu atendimento atual ou no futuro nesta
instituigdo.

NOME: Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst TELEFONE: (85) 9994-5689

NOME: Dr. José Eleutério Junior TELEFONE: (85) 9986-8350

NOME: Enfa. Erika Hardy Lemos TELEFONE: (85) 9993-0446

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA MATERNIDADE ESCOLA ASSIS
CHATEAUBRIAN — CEP/MEAC/UFC TELEFONE: (85) 3366-8500

Se vocé decidir participar entdo leia e assine o formulario na presenca de seu médico e

mantenha uma copia do formulario e desse folheto para sua informagao.
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Vocé terd mais tempo para pensar se ainda estiver insegura quanto a participagao.

Obrigado por ter lido esse folheto e por considerar sua participagdo no presente estudo.
TITULO DO ESTUDO: Fregiiéncia da infeccdo pelo HPV em pacientes, com lesées
cervicais, do ceard: associagdo com alteragoes citologicas, histopatologicas e marcadores
moleculares.

Nome do médico:

1. Confirmo que li e entendi o folheto informativo sobre o estudo acima e tive a

oportunidade de questionar e tirar as davidas que me surgiram.

2. Entendo que minha participacdo ¢ voluntaria e que tenho a liberdade de desistir a
qualquer tempo sem apresentar razdes € sem que minha assisténcia médica ou direitos

legais sejam afetados.

3. Entendo que os itens de quaisquer dos meus registros médicos podem ser examinados
pelos representantes responsaveis pela pesquisa ou pelas autoridades regulatorias, quanto
a relevancia de minha participagdo nesse estudo de pesquisa. Concedo permissdo para

que esses individuos tenham acesso aos meus registros.

4. Concordo em participar do estudo acima.

5. E de meu conhecimento que receberei uma coépia do presente formulario de

consentimento

Nome completo do Paciente:
Endereco:

Telefone:

Assinatura do Paciente/Representante Legal:

Nome do investigador:

Assinatura do investigador:
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APENDICE 3 - DECLARACAO PARA AUTORIZACAO PARA RETIRADA DE
BLOCOS

Universidade Federal do Ceara — UFC
Faculdade de Medicina - Departamento de Patologia e Medicina Legal
Rua Monsenhor Furtado, s/n - Rodolfo Tedfilo
CEP 60441-750 - Fortaleza - CE
Fone/Fax: (85) 3366-8300
Fax: (85) 3366- 8301

DECLARACAOQ

Eu, , declaro
que os representantes responsaveis pela pesquisa intitulada: FREQUENCIA DA INFECCAO
PELO HPV EM PACIENTES COM LESOES CERVICAIS DO CEARA: ASSOCIACAO COM
ALTERACAO CITOLOGICA, HISTOPATOLOGICA E MARCADORES MOLECULARES,

tem a minha autorizacdo para a retirada do bloco contendo material coletado da lesdo, que se
encontra guardado no laboratorio onde a histoplatologia foi realizada. Esse material sera
utilizado se verificado a existéncia ou ndo de alteragdo (exame imunohistoquimico) no

material com lesdo.

Fortaleza, / /

Participante
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APENDICE 4 -TABELAS COMPLEMENTARES

TABELA 1. Distribui¢do da amostra de acordo com as faixas etarias.

Idade N % Faixa etaria N %
14 -20 21 12,1
<30 anos 93 53,8
21-30 72 41,6
31-40 52 30,1
> 30 anos 80 46,2
41 -54 28 16,2
Total 173 100 Total 173 100

TABELA 2. Distribui¢do da amostra de acordo com as faixas etarias (de 14 a 54 anos) ¢ os

graus de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).

Idade NIC I NICII NIC III Total
N % N % N % N %
14 -20 14 19,7 6 14 1 1,7 21 12,1
21-30 33 46,5 20 46,5 19 32,2 72 41,6
31-40 19 26,8 8 18,6 25 42,4 52 30,1
41 - 54 5 7 9 20,9 14 23,7 28 16,2
Total 71 100 43 100 59 100 173 100

TABELA 3. Distribuigdo da amostra de acordo com as faixas etarias (< 30 ¢ > 30 anos) e os

graus de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).

Idade NIC1I NICII NIC 111 Total
N % N % N % N %
<30 anos 47 66,2 26 60,5 20 33,9 93 53,8
> 30 anos 24 33,8 17 39,5 39 66,1 80 46,2
71 100 43 100 59 100 173 100
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TABELA 4. Distribuicdo da amostra de acordo com as faixas etarias (de 14 a 54 anos) ¢ a
presenca de HPV.

IDADE X HPV
HPV + HPYV -

Idade N % N % Total
14-20 2 6,7 19 13,3 21
21-30 14 46,7 56 39,1 70
31-40 11 36,6 44 30,8 53
41-52 3 10,0 24 16,8 27
Total 30 17,3 143 82,7 173

TABELA 5. Distribuicdo da amostra de acordo com as faixas etarias (< 30 e > 30 anos) ¢ a
presenca de HPV.

HPV + HPV - T
N N P
IDADE <30 anos 16 75 93
0,929
> 30 anos 14 68 80

TABELA 6. Distribui¢do da amostra de acordo com a presenca de HPV e os graus de NIC.

HPV+ HPV- ’
N N
NIC1 6 65 70  Referéncia
NIC NIC II 15 28 43 0,0004 "
NIC III 9 50 59 0,22
NIC II/III 24 78 102 0,009 *

: Significado estatiatico.
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TABELA 7. Distribui¢do da amostra de acordo com a idade (14 a 54 anos) ¢ a positividade de
Ki-67.

Idade NK"67 +% N Ki-67 - Total
14-20 19 13,7 2 5,9 21
21-30 57 41,0 15 44,1 72
3140 41 295 11 30,4 52
41-52 2 158 6 17,6 28
Total 139 80,3 34 19,7 173

TABELA 8. Distribui¢do da amostra de acordo com a idade (< 30 e > 30 anos) e a
positividade de Ki-67.

Ki-67 + Ki-67 -

Idade N % N % Total
<30 anos 76 54,7 17 50,0 93
> 30 anos 63 453 17 50,0 80

Total 139 100 34 100 173

TABELA 9. Distribui¢do da amostra de acordo com a positividade de Ki-67 e NIC.

Idade NIC1I NICII NIC III
N % N % N %
Ki-67 + 56 78,9 37 86,0 46 78,0
Ki-67 - 15 21,1 6 14,0 13 22,0
Total 71 43 59 173
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TABELA 10. Distribuicdo da amostra de acordo com a idade (< 30 e > 30 anos) e a
positividade de Ki-67.

Idade NIC I NIC II NIC III
Ki-67 + Ki-67- Ki-67+ Ki-67- Ki-67+ Ki-67-
14 - 20 14 0 5 1 0 1
21-30 23 10 18 2 16 3
31-40 16 3 6 2 19 6
41 -52 3 2 8 1 11 3
Total 56 15 37 6 46 13

TABELA 11. Distribui¢do da amostra de acordo com a idade (< 30 e > 30 anos) e a
positividade de Ki-67 nos trés graus de NIC.

Idade NIC1 NIC 11 NIC 111
Ki-67+ Ki-67- p Ki-67+ Ki-67- P Ki-67 + Ki-67- p
<30 anos 37 10 23 3 16 4
> 30 anos 19 5 1,0 14 3 0,666 30 9 1o

TABELA 12. Distribui¢do da amostra de acordo com presenca de HPV e a positividade de
Ki-67.

HPV + HPYV -
Marcador N N T D
Positivo 30 (100%) 0 30
Ki-67 0,00

Negativo 0 143 (100%) 143
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TABELA 13. Distribuicdo da amostra de acordo com presenca de HPV e a positividade de
Ki-67, considerando o LI em quartis(Q).

Kigp VI HIV. oy
QI 0 0,0 34 23,8 34 Referéncia
Qu 1 33 11 77 12 0,08
QI 9 30,0 46 32,1 55 0,012
QIv 15 50,0 40 28,0 55 0,0008"

QV 5 16,7 12 84 17 0,0008"
Total 30 143 173
Ki-67 NHPV Sra— HPV o p Total
QI 0 0,0 34 23,8 . 34
0,0002
QIV/QV 20 66,7 53 37,1 73

Q1=<10% Q2 =10-25%; Q3=26-50%; Q4 =51-75%; Q5=>75%

TABELA 14. Distribuicdo da amostra de acordo com a idade (14 a 54 anos) e a positividade

de MYC.
Idade NMYC +% N MYC o Total

14-20 16 148 5 7,7 21

21-30 46 42,6 26 40,0 7

31-40 330306 19 292 52

41-52 13 120 15 23,1 28

Total 108 100 65 100 173
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TABELA 15. Distribuicdo da amostra de acordo com a idade (< 30 e > 30 anos) e a

positividade de MYC.

MYC + MYC -

Idade N % N % Total
<30 anos 62 57,4 31 47,7 93
> 30 anos 46 42.6 34 52,3 80

Total 108 100 65 100 173

TABELA 16. Distribuicao da amostra de acordo com a positividade de MYC e NIC.

Idade NIC1I NICII NIC III
N % N % N %
MYC + 46 64,8 28 65,1 34 57,6
MYC - 25 35,2 15 34,9 25 42,4
Total 71 100 43 100 59 173

TABELA 17. Distribuigdo da amostra de acordo com a idade (<30 ¢ > 30 anos) e a

positividade de MYC.
Idade NICI NICII NIC III
MYC+ MYC- MYC+ MYC- MYC+ MYC-

14 -20 12 2 4 2 0 1

21-30 17 16 16 4 13 6

31-40 15 4 3 5 15 10

41-52 2 3 5 4 6 8
Total 46 25 28 15 34 25
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TABELA 18. Distribui¢do da amostra de acordo com a idade (<30 ¢ > 30 anos) e a
positividade de MYC nos trés graus de NIC.

Idade NIC 1 NIC 11 NIC 111
MYC+ MYC- p MYC+ MYC- p MYC+ MYC- p
<30 anos 29 18 20 6 13 7
0,446 0,044 0,411
> 30 anos 17 7 8 9 21 18
Total 46 25 28 15 34 25

TABELA 19. Distribuicdo da amostra de acordo com presenca de HPV e a positividade de
Ki-67.

HPV + HPV - T
N N p
MYC Positivo 25 82 107
0,007*
Negativo 5 61 66

TABELA 20. Distribuicdo da amostra de acordo com presenca de HPV e a positividade de
MYC, considerando o LI em quartis(Q).

MYC ;IPV ;) ;{PV v T P
QI 5 167 61 426 66 Reforéncia
QII 0 00 5 34 5 0,68
Q III 0 00 7 49 7 0,45
QIvV 7 233 23 16,1 30 0,030
QV 12 40,0 36 250 48 0,009
QVI 6 20,0 11 80 17 0,002
Total 30 100 143 100 173
MYC NHPV e — HPY = P Total
QI 5 16,7 61 46,6 66
QIV/QVI 25 833 70 53,4 0,003* 95
Total 30 100 131 100

Q1=<5% Q2=5-10%; Q3=11-25%; Q4 =26—-50%; Q5=>51—75%; Q6=>75%
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APENDICE 5 — GRAFICOS COMPLEMENTARES

GRAFICO 1. Distribuicdo da amostra de acordo com a faixa etaria (N=173).

14 - 20 anos 21- 30 anos 31- 40 anos 41 - 54 anos

GRAFICO 2. Distribui¢do da amostra de acordo com os grupos etarios.

FAIXA ETARIA

GRAFICO 3. Distribuicdo da amostra de acordo com a faixa etaria nos graus de NIC.
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GRAFICO 4. Distribuicdo da amostra de acordo com grupos etarios nos graus de NIC.
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GRAFICO 5. Distribui¢io da amostra de acordo com NIC.
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92% = HPV NEGATIVO

NICI NICII NICIII

GRAFICO 6. Distribui¢io da amostra de acordo nas faixas etérias ¢ a presenca de HPV.
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