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Resumo

O céancer cervical é responsavel pela segunda maior causa de mortes por
neoplasia malignas entre as mulheres no mundo. Muitos estudos comprovam a
importancia do virus HPV no surgimento do cancer cervical, porém devido a
natureza monoclonal desta neoplasia, suspeita-se que a infeccdo pelo HPV
ndo possa ser considerada o Unico fator causal responsavel pelo
desenvolvimento do carcinoma de colo de Utero. Estudos ja apontaram que o
EBV pode ter um papel de cooperacdo com o HPV16 no desenvolvimento
tumoral. Tal cooperacédo poderia influenciar o microambiente tumoral criando
um nicho favoravel para a sua progressdo. Células de céncer secretam
enzimas que degradam a matriz extracelular (MEC). Tais enzimas, como as
metaloproteinases de matriz (MMPs) facilitam a movimentacdo celular nos
tecidos e induzem a atividade de fatores de crescimento que promovem a
angiogénese. Dentre o grupo das MMPs, a MMP-7 parece ter papel crucial no
desenvolvimento da carcinogénese, pois sua acao ja foi associada com a
clivagem e a liberacdo de importantes moléculas de adesdo. Neste sentido, foi
realizado este estudo para estabelecer a relacéo entre a co-infeccdo HPV/EBV
e a expressdo da MMP-7. Foram examinadas imunohistoquimicamente laminas
histoldgicas de bidpsias de lesdes de colo uterino de 60 pacientes com idades
entre 35 e 65 anos. As amostras foram divididas em lesédo de alto grau e de
baixo grau e avaliados semiquantitativamente através de um sistema de escore
variando de 0 a +++. indices histopatoldgicos quanto ao grau das lesées foram
estabelecidos. Foi observada uma associagdo estatisticamente significante
entre a lesdo de alto grau, a expressdo da MMP-7 e a presenca do virus HPV,
com p=0,007 na por¢cdo da juncdo escamocolunar e p=0,023 na por¢cdo da

ectocérvice.
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SUMMARY

Cervical cancer is the second largest cause of deaths from malignant cancer
among women worldwide. Many studies show the importance of the HPV virus
in the onset of cervical cancer, but because of the monoclonal nature of this
cancer, it is suspected that HPV infection may not be considered the only
causal factor responsible for the development of cervical carcinoma. Studies
have indicated that EBV may have a role in cooperation with the HPV16 tumor
development. Such cooperation could influence the tumor microenvironment by
creating a favorable niche for its progression. Cancer cells secrete enzymes
that degrade the extracellular matrix (ECM). Such enzymes such as matrix
metalloproteinases (MMPs) facilitate cell movement in tissues and induce the
activity of growth factors that promote angiogenesis. Among the group of
MMPs, MMP-7 seems to have a crucial role in the development of
carcinogenesis, since its action has been associated with the cleavage and
release of adhesion molecules important. In this sense, this study was
performed to establish the relationship between the HPV coinfection / EBV and
expression of MMP-7. They were examined immunohistochemically histological
slides of cervical lesions biopsies of 60 patients aged 35 to 65 years. The
samples were divided into high grade lesion and low grade and evaluated
semiquantitatively by scoring system ranging from 0 to +++. Histopathological
indexes the degree of injury were established. It observed a statistically
significant association between high-grade lesion, the expression of MMP-7 and
the presence of the HPV virus, with p = 0.007 at the junction portion

squamocolumnar and p = 0.023 in the portion of the ectocervix. This correlation

Keywords: cancer, cervical, MMP-7, Immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

O cancer, também conhecido como neoplasia maligna, € o nome genérico
dado a um grupo de mais de 200 doencas (INCA, 2015). O crescimento
anormal e fora de controle das células, associado com o processo de
metastase € a caracteristica comum destas doencas, que podem levar a morte.
O céncer é uma sindrome multifatorial, onde diversos fatores internos e
externos, tais como: tabagismo, organismos infecciosos, dieta ndo saudavel,
mutacdes, hormdnios e condi¢cdes de supressdo imunoldgica concorrem e se

sobrepdem para o seu desenvolvimento (America Cancer Society, 2016).

O céancer do colo do utero, também conhecido como carcinoma cervical,
tornou-se o segundo maior causador de mortes por neoplasia maligna entre as
mulheres no mundo (ANDERSON et al., 2013; LIU et al., 2015; XIE et al., 2015;
WU et al.,, 2011), com uma incidéncia anual aproximada de 530.000 casos e
265.000 mortes (WHO, 2015). Ao mesmo tempo, é o cancer com 0 maior
potencial de prevencéao e de cura quando diagnosticado precocemente (JEMAL
et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos tem estabelecido uma associacao etiolégica entre
a infecgéo do virus do papiloma humano (HPV) e o desenvolvimento do cancer
cervical. Estudos comprovam que a maioria dos canceres cervicais € causada

pela infeccao persistente de alguns subtipos deste virus (HERFS et al., 2012).

O virus do Papiloma Humano (HPV) € o principal fator envolvido no
desenvolvimento do céancer cervical com 170 subtipos ja identificados e
categorizados em genoétipos de baixo risco e alto risco, dependendo de seu
potencial oncogénico (WARREN et al., 2014; Herfs et al., 2013). Muitos
estudos comprovam a sua importancia no surgimento do cancer cervical, no
entanto a sua atividade provavelmente ndo é causa suficiente para o
desenvolvimento do carcinoma cervical em funcdo da natureza monoclonal
desta neoplasia (KESSLER,1986; LENH et al.,1988; MARINHO-DIAS et al.,
2013). Portanto hd uma necessidade de identificacdo de outros fatores,
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possivelmente de origem viral que, agindo de forma sinérgica, auxiliam na

inducao e progresséao deste tipo de neoplasia (COLLINS et al., 2009).

Possiveis agentes como por exemplo o Epstein-Barr Virus (EBV), estédo
sendo investigados como possiveis candidatos no envolvimento da

carcinogénese cervical (KAHLA et al., 2012).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma Cervical

A infeccao pelo virus HPV é comum entre mulheres saudaveis, entretanto a
sua persisténcia pode resultar no desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas e,
gue podem evoluir para o cancer invasivo. Do total de mulheres infectadas,
uma pequena porcentagem desenvolvera a neoplasia em seu estagio mais
avancado visto que, algumas condi¢bes podem auxiliar no aumento de risco do
desenvolvimento da neoplasia, tais como o0 sistema imunolégico suprimido,
grau de paridade, tabagismo e uso prolongado de contraceptivos orais (XIE et
al., 2015; America Cancer Society, 2016).

Ha duas principais categorias de carcinomas invasores do colo do Gtero: o
carcinoma epidermoide, tipo mais incidente e que acomete o epitélio escamoso
(80% dos casos), e 0 adenocarcinoma, considerado o tipo mais raro e que
acomete o epitélio glandular (10% dos casos) (American Cancer Society,
2016).

Dados do INCA indicam que no Brasil o carcinoma cervical € a quarta
doenca mais comum entre mulheres, com estimativas de 16.340 novos casos
em 2016. Na regido Norte do Brasil é o principal tipo de neoplasia que afeta as
mulheres, ja na regido Sul é o quarto tipo mais prevalente, devido a menor
exposi¢do ao virus HPV (INCA, 2016).

Em paises desenvolvidos como o Japdo e EUA o cancer cervical € um dos
tipos de malignidade mais comuns (40-80%) que afetam o trato genital feminino
(XIE et al.,, 2015; Okamoto et al., 2003). Contudo, a incidéncia em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como China e india, é seis vezes
maior (WU et al., 2011), em funcdo da caréncia de exames preventivos que
podem detectar a doenca em sua fase inicial e que poderia favorecer as

chances de eficacia no tratamento da doenca (SINGH et al., 2012).
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Geralmente, os sintomas das lesbes pré-cancerosas e do cancer em
estagio precoce sao imperceptiveis. Quando visiveis, 0s sintomas mais
recorrentes sdo sangramento vaginal anormal, sangramento apds a
menopausa, hemorragias e manchas de sangue entre os periodos menstruais
e dores durante a relacdo sexual (American Cancer Society, 2016). As
melhores formas de prevencdo ainda sdo esquivar-se da exposi¢cao ao virus e
realizar os exames de triagem, que podem encontrar possiveis lesdes. Estas
acOes aumentam as chances de deteccdo e remocdo das lesdes
potencialmente malignas, diminuindo assim a taxa de mortalidade (XIE et al.,
2015). Coilocitose é o indicador chave da infec¢cdo subclinica por HPV e
mudancas morfolégicas precoces associadas ao HPV. Ademais, podem ser
empregadas como parte da rastreio do exame citopatolégico para o cancer
cervical (LAWSON et al., 2009).

O exame citopatolégico, também conhecido como Papanicolau € o exame
de triagem mais utilizado e recomendado para mulheres de 21 a 65 anos. O
rastreio através deste exame pode prevenir o cancer de colo de utero, pois
permite a deteccdo da lesdo em fase pré-cancerosa e o0 cancer invasivo em
fase precoce, aumentando a taxa de tratamento antes da evolugédo ao cancer
invasivo. Este exame busca alteracbes nas células cervicais causadas pela
infeccdo por HPV (BOUNTRIS et al., 2015).

Além do exame citopatoldgico, outros testes para deteccdo do HPV sao
realizados sendo que um deles é o teste de DNA, gue detecta o material
genético do virus nas células, podendo distingui-los pelos subtipos (America
Cancer Society, 2016). Os testes e exames podem ser realizados
simultaneamente como forma de rastreio (BOUNTRIS et al.,, 2015). Como
forma de prevencdo contra o virus, o Sistema Unico de Saude (SUS) tem
fornecido vacinas que protegem o organismo contra os subtipos de HPV com
potencial oncogénico, que sdo HPV 6, 11, 16 e 18 (HERFS et al., 2012).
Estudos comprovaram a alta eficiéncia da vacina Gardasil, que exibiu eficacia
na protecdo contra carcinomas cervicais, vaginais e vulvares causados por

HPV (XIE et al., 2014).

2.2 Colo do utero
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O colo do utero é a porcao fiboromuscular inferior do Gtero onde se encontra
a abertura do oOrgdo, localizando-se no fundo da genitdlia feminina. E
responsavel por separar os 0rgaos internos e externos da genitalia. Possui uma
forma cilindrica e uma abertura central, conhecida como canal cervical que liga
o interior do Utero a cavidade vaginal (Bernardes, 2011). Sua forma e tamanho
variam em cada mulher, dependendo da idade, multiparidade e estado
hormonal. A porcdo do colo do utero exterior ao orificio cervical externo é
chamado de ectocérvice. A porcdo proxima ao orificio cervical externo é
chamado de endocérvice e é onde se encontram diversas terminacdes
nervosas sensoriais. O canal endocervical que atravessa a endocérvice, liga a
cavidade uterina com a vagina e se estende ao orificio cervical externo, onde
se abre a vagina (BEHERA et al., 2005)

O colo do utero é revestido por epitélio ndo queratinizado estratificado
escamoso e colunar. Os dois tipos de epitélio encontram-se na juncgao
escamocolunar (JEC) (Figura 1). A maior parte da ectocérvice € revestida por
um epitélio estratificado ndo queratinizado escamoso que contém glicogénio
(BEHERA et al., 2005)

Figura 1. Endocérvice e ectocérvice. Jungao escamocolunar (JEC)

r e

Endocérvice
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Ectocérvice Endocévice 58
Epitélio colunar = =
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Ectocérvice
Epitélio escamoso

A arquitetura histolégica do epitélio escamoso do colo do utero é dividida

em camadas e na sua parte inferior (camada basal) possui uma Unica camada

20



de células basais arredondadas com nucleos grandes e pouco citoplasma
ligado a membrana basal. As células basais se dividem, se diferenciam e
amadurecem para formar as proximas camadas de células que possuem
citoplasma abundante e pequenos nucleos arredondados. Alguns HPVs podem
persistentemente infectar essas células escamosas basais imaturas e
transformé-las em células atipicas com anomalias nucleares e citoplasméticas.
A proliferacdo descontrolada e a expanséo destas células atipicas podem levar
a formacao de um epitélio displasico anormal, que pode regredir para o estado
normal, persistir como displasia ou progredir para cancer invasivo apos alguns

anos de infeccdo (ASCHER et al., 2003)

O canal endocervical é recoberto pelo epitélio colunar (glandular),
sendo composto por uma Unica camada de células, a qual € mais curta em
altura quando comparado ao epitélio estratificado. O epitélio colunar constitui
multiplas dobras para dentro do Iimen do canal, dando origem a projecdes
papilares. Forma diversas invaginacdes na matriz do estroma do colo do utero,
resultando na formacdo de criptas endocervicais (glandulas cervicais)
(ASCHER et al., 2003)

A juncdo escamocolunar (JEC) aparece como uma linha nitida devido a
diferenca entre a altura do epitélio estratificado escamoso e o colunar. A
localizacdo da JEC em relacdo ao orificio cervical externo é variavel ao longo
do tempo de vida da mulher, dependendo de fatores, tais como, idade, estados
hormonais, trauma de parto, uso de contraceptivos orais e determinadas
condicdes fisioldgicas como a gravidez. A maioria dos canceres cervicais surge
na JEC (HERFS et al., 2012). Em estudos recentes foi descoberta uma
populacdo de células cuboidais na JEC que compartiihavam de um perfil de

expressao unica, desenvolvendo lesdes HSIL (Herfs et al., 2013).

Em muitas mulheres a acidez vaginal (pH) ocorre durante a adolescéncia, 0
que induz a substituicdo da porcdo do epitélio colunar endocervical por um
epitélio escamoso metaplasico, essa éarea €é chamada de zona de
transformacdo (ZT). A ZT é a regido do colo uterino onde o epitélio foi

substituido por um novo epitélio escamoso metaplasico. Essa regido € de
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grande importancia na colposcopia, visto que quase todas as manifestacoes de

carcinogénese cervical ocorrem nessa area (HERFS et al., 2012).
2.3 Neoplasia Intraepitelial Cervical

As lesBes pré-cancerosas do carcinoma cervical se manifestam
mediante infec¢do persistente das células do colo uterino com consequentes
mudancas fisiolégicas graduais que poderdo evoluir para o cancer. Estas
lesbes sdo denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ou podem
ser classificadas como lesdo intraepitelial escamosa (SIL) ou displasia
(American Cancer Society, 2016). As NICs sdo comuns e quase uma a cada
dez mulheres terdo anormalidades num exame primario (BOUNTRIS et al.,
2015).

A maioria das infec¢cdes cervicais causadas por HPV regridem
espontaneamente, contudo algumas persistem (MOSCICKI et al., 2004) e, de
acordo com o sistema de classificacdo Bethesda, avancam para estagios de
lesbes intraepiteliais de baixo grau (LSIL = NIC I) onde as células séo
ligeiramente anormais, lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL = NIC Il e NIC
lll) (Figura 2), onde as células sdo severamente anormais e finalmente
progridem para carcinoma in situ, em primeiro momento, até chegar a
carcinoma escamoso invasivo (MOSCICKI et al., 2004; KHENCHOUCHE et al.,
2013; MOODY & LAIMINS 2010).

Figura 2. Progresséo da neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
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Tal classificacdo histolégica das lesdes se baseia na progressao de
anormalidades fenotipicas indicativas de malignizacdo das células epiteliais
que se estende da camada basal inferior até a totalidade da espessura do
epitélio escamoso, dependendo do grau de acometimento (THOMISON et al.,
2008). A classificagéo padroniza o resultado dos exames dentro dos seguintes
niveis: dentro dos limites normais, células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS), leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL),
lesé@o intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e carcinoma (BOUNTRIS et
al., 2015).

Deste modo, o estagio LSIL (NIC I) corresponde a fase em que as células
indiferenciadas se localizam apenas na primeira camada do tecido, o HSIL
(NIC 1I) corresponde a fase onde as células indiferenciadas penetram na
segunda e terceira camadas do tecido e o HSIL (NIC lll) a etapa onde as
células indiferenciadas se estendem por toda a totalidade das camadas
epiteliais (MOSCICKI et al., 2004).

2.4Virus do Papiloma Humano

Os HPVs sdo pequenos virus, ndo envelopados, com DNA dupla fita (8kb)
encapsulado em um capsideo icosaédrico, composto por duas proteinas, uma
maior € uma menor, L1 e L2 (proteinas do capsideo), respectivamente,

associados com multiplos canceres humanos. Como o virus é desprovido de
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um envelope, o contato celular inicial € mediado pela membrana basal das
células epiteliais por ligacédo direta da proteina do capsideo L1 a proteoglicanos
de heparan sulfato (WARREN et al., 2014).

O virus HPV € o patégeno mais frequentemente transmitido sexualmente e
sua persisténcia € necessdaria para a progressdo do céancer, visto que esta
associada a mais de 90% dos casos de carcinoma cervical(HERFS et al., 2012;
ABDULKARIM et al., 2002). Existem 13 tipos de HPV oncogénicos de alto risco
reconhecidos pela International Agency for Research on Cancer (IARC), sendo
gue os subtipos 16 e 18 sao os mais prevalentes no cancer cervical, com taxa
de infecgéo variando entre 60 a 90% (WALBOOMERS et al., 1999; ZHANG et
al., 2005; KHENCHOUCHE et al., 2013).

Posto que estabelecam infecgbes de longo prazo, os HPVs deveriam ativar
as respostas imunes adaptativas e inatas do hospedeiro, entretanto evitam a
prépria deteccdo em seu ciclo de vida por meio de alguns mecanismos.
Primeiro, a producgdo do antigeno viral é limitada a queratinécitos diferenciados
da mucosa e do epitélio cutaneo. Essas células sao programadas para morrer
em sua diferenciacao terminal, sendo assim o virus € liberado, coincidindo com
a inflamacéo e liberacdo limitada de sinais de perigo. Além disso, ndo ha
nenhuma fase de viremia do ciclo de vida do HPV, o que minimiza a ativagao

sistémica de respostas imunes (WARREN et al., 2014).

Os subtipos 6 e 11 do HPV sdo os responsaveis pela ocorréncia de
verrugas, também chamadas de papilomas ou condilomas acuminados, sendo
chamados de HPVs de baixo risco (BANKS et al., 1987; American Cancer
Society, 2016).

A infeccdo pelo HPV se inicia quando o virus ataca os queratinOcitos
primarios imortalizando-os e estende o tempo de vida das células epiteliais
escamosas infectadas. O processo de infeccdo do HPV é caracterizado pela
inducdo da transformag¢do maligna do epitélio da mucosa cervical através da
expressdo dos oncogenes E6 e E7 (HERFS et al., 2012; ABDULKARIM et al.,
2002).
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A expressdo continuada dessas oncoproteinas virais esta diretamente
envolvidas na regulacéo do crescimento do tumor (ABDULKARIM et al., 2002).
Em uma infeccdo comum e em lesdes pré-malignas, o HPV permanece na sua
forma epissomal, porém em casos de carcinomas, o HPV pode permanecer na
forma epissomal ou integrado ao genoma hospedeiro (SZOTEK et al., 2009).
Em sua forma epissomal, o virus pode induzir o aparecimento de instabilidades
gendmicas durante as fases iniciais da infeccdo. Nao se sabe muito sobre os
mecanismos exatos que se sucedem para que ocorra a integracdo do genoma
do HPV ao genoma hospedeiro, mas admite-se que a integracdo do HPV pode
ser uma mutagdo dirigida na carcinogénese cervical, com consequéncias que

influenciam os genomas do hospedeiro e do virus (LIU et al., 2015).

Os virus do papiloma humano de alto risco encodam uma série de
proteinas, algumas com potencial oncogénico (HERFS et al.,, 2012). As
proteinas sdo designadas como precoces (E1-E7) ou tardias (L1 e L2) (Figura
2). E5 e E6 agem precocemente na transformacéao celular, antes da integracao,
e sao conhecidos por romper a citogueratina causando um alargamento
nuclear, que leva a aparéncia da coilocitose. As expressdes das oncoproteinas
E6 e E7 sdo necessdrias para a conversdo e manutencao do estado maligno.
Elas trabalham em conjunto para romper a regulacdo do ciclo celular e
estimular a progressdo do ciclo celular. (BOUNTRIS et al., 2015;
WALBOOMERS et al., 1999).

Apoés a integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro ocorre a
ruptura da regido ORF do gene E2 viral originando a perda da expressédo das
proteinas responsaveis pelo bloqueio da regido promotora de expressdo dos
oncogenes E6 e E7. Isso resulta na superexpressdo das oncoproteinas E6 e
E7, as quais possuem um importante papel na carcinogénese cervical por suas
habilidades em transformar e imortalizar queratinocitos (Figura 3) (SZOSTEK et
al., 2009).

Figura 3. Genoma do virus HPV
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As oncoproteinas E6 e E7 se ligam e inibem os genes de supressao tumoral
p53 e a pRb, respectivamente, induzindo a proliferagcdo de células basais
infectadas, que facilita a replicagdo do genoma viral (ZHANG et al., 2005;
ABDULKARIM et al., 2002; LAWSON et al., 2009). Os supressores tumorais
sao responsaveis pelo controle das vias que regulam o ciclo celular e protegem
a integridade do genoma. Em muitos canceres humanos p53 e pRb sé&o
mutadas, mas no carcinoma cervical as oncoproteinas E6 e E7 se ligam ao tipo
selvagem de p53 e pRDb, respectivamente, neutralizando sua funcao (Figura 3)
(Miller et al., 2012).

A oncoproteina E6 inativa a p53 conduzindo a degradacdo aumentada da
proteina de supressao tumoral p53 via ubiquitina-proteassoma, inibindo sua
funcdo de crescimento e inibindo a morte celular (apoptose) (Sirianni et al.,
2004; LAWSON et al.,, 2009). E6 se associa com E6AP para degradar p53
através da via proteassoma e se associa com p300 para bloquear a acetilacdo
de p53 mediado por p300, sendo este um mecanismo regulatério critico para
controle da estabilidade e atividade transcricional de p53. A Acetilacdo de p53
aumenta a sua estabilidade e a atividade transcricional (XIE et al., 2014). A
proteina de supressado tumoral p53 é um alvo instigante de amplo espectro
para a imunoterapia tumoral devido a sua alta ocorréncia em diversos tipos de

carcinomas humanos (Sirianni et al., 2004)

Equitativamente, o complexo E7 se liga a proteinas do retinoblastoma
(pPRB), causando protedlise mediada por ubiquitina, o que resultard na
diminuicdo dos niveis de pRb (ZHANG et al., 2005) e na ativacéo inapropriada

do fator de transcricdo E2F nas células, as quais expressardo as oncoproteinas
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virais e induzirdo a proliferacédo celular desordenada (ZUR, 2002). Ademais, a
importancia da funcdo da pRb é enfatizada pelo fato que a proteina E7 pode
ligar e inativar pRb, permitindo a progressdo da fase S sem o estimulo
mitogénico. Como consequéncia dessas interacdes, as células que expressam
as oncoproteinas E6 e E7 possuirdo um controle de checkpoint do ciclo celular
desajustado e exibirdo altas taxas de mutagénese (ABDULKARIM et al., 2002).
Em estudo foi demonstrado que as oncoproteinas, E6 e E7, interferem nos
mecanismos de duplicacdo cromossdmica e na segregacdo durante a mitose,

induzindo assim uma severa instabilidade cromossomal (LIU et al., 2015).

Figura 4. Integracao do genoma viral ao genoma hospedeiro
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2.5 Fatores de Risco para o desenvolvimento do carcinoma cervical
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Embora o céncer cervical seja de origem multifatorial, a predisposicéo
genética também possui um importante papel em seu desenvolvimento e
existem varios fatores que podem contribuir para aumentar as chances de sua
incidéncia (SINGH et al., 2008). Sabe-se que a infeccédo constante por HPV é o
maior fator de risco para o desenvolvimento do cancer cervical, porém a via
pela qual o virus induz o crescimento tumoral e as mudancas genémicas que
ocorrem nos tumores ainda ndo é bem elucidada. Além disso, existem outros
fatores que podem contribuir para o desenvolvimento desta neoplasia, tais
como fatores epigenéticos, genéticos, celulares e ambientais (Figura 5)
(CHANG et al., 2012).

Figura 5. Fatores que contribuem para o desenvolvimento do cancer cervical
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O tabagismo € um dos agentes que contribuem na progressao do cancer
cervical, isso porque mulheres que fumam ficam expostas a muitas substancias
cancerigenas que sao absorvidas através dos pulmdes e transportadas na

corrente sanguinea por todo o corpo. Acredita-se que essas substancias
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nocivas danifiquem o DNA das células da cérvice e contribuam na evolucédo do

cancer cervical (American Cancer Society, 2016)

Fatores como imunossupresséao, susceptibilidade genética, estilo de vida e
a co-infeccdo com outros agentes podem contribuir no desenvolvimento e
progressdo do cancer cervical (Figura 5) (WU et al., 2013; FREITAS et al.
2012).

Baseado nestas informacdes é evidente que a infeccdo por HPV,
isoladamente, ndo é suficiente para a conversdo maligna (LENH et al., 1988;
SOUTHERN & HERRINGTON, 1998).

2.6 Epstein-Barr Virus (EBV)

O Epstein-Barr Virus € um virus ubiquo, pertencente ao grupo dos
Herpesvirus, possuindo em seu DNA cerca de 170 kb e codifica 80 genes
(KIKUCHI et al., 2015). Causa infeccdo litica em linfécitos B que sofreram
maturacdo em centros germinais e em células epiteliais (KIKUCHI et al., 2015;
CAMPION et al., 2014) em cerca de 90% da populacdo no mundo (ATTAYEK
et al., 2015; THOMPSON et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010) e possui um
alto potencial oncogénico (CAMPION et al., 2014). E responsavel pelo
desenvolvimento de diversos tipos de malignidades epiteliais e linfoides, tais
como linfoma de Burkitt (BL), linfoma de Hodgkin (HL), linfoma de células T,
linfoma de células B em imunodeficiéncia, tumores epiteliais da tiredide e do
estbmago, carcinoma gastrico e carcinoma nasofaringeal (ATTAYEK et al,,
2015; KIKUCHI et al., 2015; LORENZETTI et al., 2010; SZOSTEK et al., 2009).
Contudo o papel do EBV na transformacdo das malignidades humanas
permanece nao totalmente estabelecido, particularmente em canceres epiteliais
(TSAO et al., 2015).

Os linfécitos B infectados com EBV in vitro tornam-se imortalizados e séao
frequentemente usados como um sistema modelo para estudo da infec¢éo pelo
EBV e a tumorigénese dirigida pelo virus (ATTAYEK et al., 2015). Estudos
mostraram que a infec¢do latente por EBV tem sido um cofator carcinogénico
em varias neoplasias malignas de origem epitelial (THOMPSON et al., 2010).

Além disso, em pesquisas recentes foi visto que o EBV pode ter um papel de
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cooperacao no desenvolvimento carcinogénico por favorecer a integracdo do
HPV16 no genoma celular (KAHLA et al., 2012). Devido ao grande numero de
malignidades recorrentes da infeccdo pelo EBV, a organizacdo mundial de
Saude (WHO) classificou o EBV como um agente carcinogénico em 1997
(LORENZETTI et al., 2010).

O estabelecimento da infeccdo latente por EBV em células epiteliais pré-
malignas pode representar um passo essencial no desenvolvimento inicial de
malignidades epiteliais (TSANG et al., 2015). A infeccdo em células epiteliais
exibe um processo de expressdo diferente quando comparado as células B,
pois alguns genes que possuem um papel essencial na imortalizacdo de
células B ndo sdo expressos em células epiteliais, apenas um grupo mais
restrito de genes latentes como EBNA1, LMP-1 e LMP2A (Figura 6) (TSAO et
al., 2015). Todos os herpesvirus exibem duas fases em seu ciclo de vida que
juntos descrevem uma infeccéo persistente, os quais sao laténcia e replicacdo
litica. Em tumores associados ao EBV, o virus estabelece uma infeccao latente,
que é caracterizada pela expressao limitada de um subconjunto de genes virais
latentes. Ademais, em malignidades epiteliais associadas com EBV, as
propriedades indiferenciadas de células epiteliais podem ser um pré-requisito
para o estabelecimento da infeccdo latente por EBV e a ativacdo do ciclo litico

viral pode ser induzida pela diferenciacao celular (TSANG et al., 2015).

Figura 6. Organiza¢gdo do genoma do EBV
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ApoOs a infeccdo inicial e a estabelecimento da resposta imune, 0s virus
entram em um estado latente e persistem com as células hospedeiras sem
causar danos claros ao hospedeiro. H& pelo menos 4 diferentes formas de
laténcia, cada uma associada com a expressao de diferentes padrbes dos
genes virais e ligados a varios linfomas e desordens linfoproliferativas
(ATTAYEK et al., 2015).

Apenas o antigeno nuclear 1 (EBNA1) encodado pelo EBV é essencial para
a persisténcia e auto-replicacdo do genoma viral e é consistentemente
expresso em todos os tipos de laténcia (KIKUCHI et a. 2015). Os canceres
associados com a infeccao pelo EBV variam na prevaléncia viral e no padréo
de expressao do gene latente sugerindo que o EBV pode afetar a proliferacéo
celular em varias vias (LORENZETTI et al., 2010). EBNA1 é uma proteina
latente importante que é requerida para a persisténcia do genoma do EBV em
todas as malignidades associadas. (TSANG et al.,, 2015). Ela governa a
replicacdo e a segregacdo mitdtica dos epissomos EBV para manter um
ndamero estavel de genoma viral em células filhas apé6s a divisdo celular. Em
células epiteliais, possui o papel de promover a sobrevivéncia celular sobre os
danos do DNA e induz instabilidade genética (TSANG et al.,, 2015). Essa
proteina também pode promover a oncogénese por modular véarias vias de
sinalizacao, incluindo o acumulo de complexo NF-kB (TSAO et al., 2015). Essa
proteina afeta multiplas vias celulares, incluindo a proliferacéo celular, invaséo,
sobrevivéncia e reparo de DNA (TSANG et al., 2015).

Durante a infeccdo latente, o genoma EBV encontra-se como multicépias
epissomais que expressam apenas genes envolvidos na sobrevivéncia e
persisténcia do virus na célula. Em muitos tumores associados com EBV, o
genoma viral € mantido através da expressao constante do antigeno EBNA1 do
EBV. O EBNA-1 se liga a sequéncia oriP (origem de replicacdo do DNA viral)
no DNA do EBV permitindo que o genoma do virus se mantenha de forma
epissomal em células B transformadas e para garantir a segregacao durante a
divisdo celular (TSANG et al., 2015; THOMPSON et al., 2010).

A proteina LMP-1 é conhecida por ser um oncogene essencial para a

imortalizacdo de células B, desenvolvendo linfoma nas células B de
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camundongos (KIKUCHI et al., 2015). Também exerce mdltiplas propriedades
oncogénicas e tem um potencial de transformacdo em células epiteliais por
ativar vias multiplas de sinalizacdo e modular a expressao de varios oncogenes
e genes supressores tumorais (TSANG et al.,, 2015; DAWSON et al., 2012).
LMP1 é detectada em lesBes pré-malignas e € especialmente concentrada nas
camadas basais, implicando na sua participagdo em estagios iniciais do tumor
(TSAO et al.,, 2015). Além disso, essa proteina pode induzir a secrecdo de
MMPs e suprimir a expressao de TIMPs para facilitar a degradacdo da matriz
extracelular para invasdo ou metastase no desenvolvimento de carcinoma de
nasofaringeal (TSANG et al., 2015)

A hipétese de replicacdo do EBV no epitélio cervical e seu possivel papel no
carcinoma do colo do utero tém sido levantados. Além disso, a presenca de
EBV no tecido do céncer cervical sugere o possivel envolvimento na

progresséo do cancer cervical (GAUR et al. 2014).
2.7 Matrix extracelular (MEC)

O microambiente tumoral possui um papel importante no processo de
progressao tumoral (SZKARADKIEWICZ et al.,, 2014). As células tumorais
criam um nicho favoravel para o seu desenvolvimento, modificando diretamente
o microambiente e recrutando células estromais locais para desenvolver essa
alteracdo (BOUDREAU et al., 2012). No epitélio normal, células parénquimais e
componentes estromais sao fisicamente separados por uma membrana basal.
A transicdo do epitélio normal para o carcinoma invasivo € precedido pela
ativacdo do estroma do hospedeiro local. A invasao ocorre em cooperacdo com
as células estromais e o epitélio transformado. A progressdo maligna prejudica
a integridade da membrana basal resultando na deterioracdo dessa estrutura
organizada. Células tumorais invasivas perdem suas caracteristicas epiteliais e

adquirem um fenotipo metastatico (FULLAR et al., 2015).

Um componente importante envolvido com o microambiente tumoral é a
matriz extracelular. O processo de tumorigénese e metastase envolve a
migracdo de células do cancer e a penetracdo através da matriz extracelular

(MEC). A MEC divide-se em membrana basal (MB), matriz conjuntiva e matriz
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sanguinea. E uma estrutura que fornece o suporte da arquitetura celular e da
organizagdo do tecido. N&o € uma estrutura estética e pode ser regularmente
remodelada pelas células presentes em seu interior e ao seu redor (HYNES et
al., 2012).

As fibras colagenas e elasticas, os proteoglicanos e as glicoproteinas sao
as principais proteinas da matriz extracelular. As interacdes das células com a
MEC sao essenciais para o normal desenvolvimento e funcionamento do
organismo. Os principais componentes responsaveis pelo controle dessa
atividade sdo as metaloproteinases (MMPs), os inibidores de
metaloproteinases (TIMPs) e os fatores de crescimento (JOHNSON et al.,
2004).

As proteinas da MEC que compdem a especializada membrana basal (MB)
servem como barreira para a invaséao celular. Contudo, a membrana basal é
rica em laminina e colageno IV e também fornece o substrato para a adeséo e
migracdo das células tumorais migratérias. Ademais, a degradacdo da MB
resulta na liberacdo e ativacdo de varios fatores de crescimento requeridos na
angiogénese, crescimento tumoral e metastase ( JACOB & PREKERIS, 2015;
YURCHENCO, 2011)

Estudos em cancer do colo uterino descrevem a degradagdo da matriz
extracelular (MEC), mediada pela acdo das MMPs 2 e 9, no processo de

invasdo, metastase e recorréncia de tumores(JACOB & PREKERIS, 2015).
2.8 Metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo o maior grupo de enzimas
proteoliticas (endopeptidases) zinco-dependentes (McGUIRE et al., 2012;XIE
et al., 2015; JACOB & PREKERIS, 2015), constituido de no minimo 28 MMPs
bem caracterizadas ligadas a membrana (SICA et al., 2014). Sdo altamente
conservadas e estruturalmente relacionadas, com habilidades tais como,
degradar todos os componentes da matriz extracelular, regeneracao tecidual
em gestacdo, cicatrizacdo de feridas, angiogénese e regulacdo de varios
comportamentos celulares (OMAR et al., 2015; XIE et al., 2015). A ruptura da
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membrana basal envolve uma localizada degradacdo da MEC via secrecéo de
MMPs (JACOB & PREKERIS, 2015; HIRASHITA et al., 2012).

As MMPs humanas sao divididas em categorias que dependem da
especificidade do substrato (JACOB & PREKERIS, 2015), incluindo as
colagenases (MMP1, 8 e 13), as gelatinases (MMP2 e 9) estromelisinas
(MMP3, 10 e 11), matrilisinas (MMP7), MMPs tipo membrana dentre outras.
(HENG et al., 2012).

Ha uma ampla evidéncia do papel das MMPs em processos normais
(JACOB & PREKERIS, 2015) e patolégicos (FINGLETON et al., 2007),
incluindo embriogénese, cicatrizacdo de feridas, inflamacao, artrite, doencas
autoimunes e arterosclerose (DAVIDSON et. al., 2014). S&o conhecidas por
terem efeitos pr6 e anti-tumorigénico nos tumores, por processar VAarios
substratos bioativos que ndo sdo da MEC, tais como fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas e podem também mediar respostas inflamatérias e

imunes para células cancerigenas (OMAR et al., 2015).

Dentre os processos patoldgicos, sua acdo apresenta-se de forma imediata
na invasao do cancer em torno da MEC e na penetracédo dos vasos sanguineos
e linfaticos, contribuindo para a metastase dos tumores (JACOB & PREKERIS,
2015; MYLONA et al.,, 2005). Para obter um fendtipo invasivo, células do

carcinoma cervical podem utilizar MMPs estromais (FULLAR et al., 2015).

A regulacao da atividade proteolitica dessas endopeptidases ocorre via dois
mecanismos principais, sendo eles: a ativagao da forma precursora (zimogénio)
e a inibicdo da sua atividade enzimatica por inibidores de tecido de
metaloproteinases (TIMPs) (JACOB & PREKKERI, 2015; HENG et al., 2012).

A maioria das MMPs séo secretadas na forma inativa como uma pro-enzima
e sao ativadas extracelularmente (Figura 7) (ADACHI et al., 1999). Além disso
possuem a capacidade de se ativarem mutuamente (SINGH et al.,, 2008;
SOUZA, 2002).

Figura 7. Ativagdo de uma pré-enzima através da clivagem do pré-dominio
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Existem 4 TIMPs encodados no genoma humano (TIMP 1 a 4) com
variancias especificas para inibicdo de MMPs. Os TIMPs 1 e 2 inibem a maioria
das MMPs . Ademais, sdo capazes de regular a atividade proteolitica das
MMPs através da ligacdo de um ion zinco em seu sitio catalitico (JACOB &
PREKERI, 2015).

As MMPs podem mudar o microambiente tumoral promovendo a
degradacdo da matriz extracelular e membrana basal, resultando na
proliferacdo de células tumorais, inibicdo da apoptose e aumento da
vasopermeabilidade, levando a migracdo de células tumorais. (WU et al.,
2011). Na tumorigénese, seu envolvimento ocorre nas fases de iniciacdo e
principalmente em estégios tardios, tais como progressao, invasao e metastase
(XIE et al., 2015; SICA et al., 2014).

A associacdo das MMPs com a metastase e o cancer tem levantado
consideravel interesse porque elas representam um alvo atrativo para o
desenvolvimento de novas drogas antimetastaticas. Deste modo, o
entendimento da estrutura e funcdo dessas enzimas chaves tem importantes

implicacdes para a terapia antitumoral (XIE et al., 2015).

A expressdao de MMP-7 e MMP-9 podem ser induzidas em células de
cancer, aumentadas pela interacdo de células estromais do tumor. A analise de
sua expressao revelou uma correlagdo com a quantidade de hialurona (HA),
receptor CD44 notado em baixos graus em carcinomas de células escamosas
(FULLAR et al., 2015)

2.9 Matrilisina (MMP-7)
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A metaloproteinase de matriz 7, também chamada de matrilisina esta
codada no gene localizado no cromossomo 11g21-g22 (SINGH et al., 2008). E
expressa predominantemente no epitélio de varios Orgdos dentro das
condicBes fisiologicas e pode ser superexpressa em uma variedade de
canceres, tais como cancer colorretal, de eséfago, de estbmago, de rim e de
mama. (WU et al., 2012)

A MMP-7 € o menor membro da familia das MMPs descritas, com apenas
26 kDa (Figura 8) (DAVIDSON et al, 2015), sendo a unica que,
estruturalmente, ndo contém os cinco dominios basicos como a maioria das
MMPs, apenas os dominios que sdo responsaveis para a secrecdo e atividade
enzimatica. Sua expressdo é aumentada em tecido infectado e em varios
canceres, ao contrario de outras MMPs (MYLONA et al., 2005; OMAR et al.,
2015; McGUIRE et al., 2012; WU et al., 2011).

Figura 8. Estrutura da matrilisina (MMP-7)
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E uma protease com ampla especificidade de substrato, capaz de degradar
elastina, proteoglicanos, fibronectina e colageno tipo IV (HENG et al., 2012),
sendo este ultimo o principal constituinte da membrana basal, uma das
primeiras barreiras que as células cancerigenas precisam atravessar para que
ocorra a metastase (JACOB & PREKERIS, 2015). Além disso, pode clivar
substratos da superficie celular, incluindo E-caderina, fator a, fator de necrose
tumoral e ligante Faz, os quais sdo chamados de ‘sheddase’, pois possuem um
importante papel na transducéo de sinal, adesdo célula-célula e apoptose. A
MMP-7 é de origem epitelial e pode ser detectada em epitélios normais de
orgaos glandulares especificos (WU et al., 2011).

Ela é capaz de ativar outras pro-MMPs, como MMP-2, -8 e -9, além de
clivar e liberar outras importantes moléculas bioativas (Kumar et al., 2005). De
todas as MMPs, a MMP-7 pode ter papel crucial no desenvolvimento da
carcinogénese, pois sua acdo € associada as propriedades celulares de
adesédo de membrana e esta envolvida na degradacdo da matriz extracelular,

modulando o microambiente tumoral e promovendo o processo de invaséo e
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metastase (SICA et al., 2014). Em estudo, a expressao constitutiva de MMP-7
foi observada em células neoplésicas e ndo neoplasicas no tecido de mama
humano, indicando assim que as suas fungbfes nao estdo meramente
relacionadas ao remodelamento da MEC (MYLONA et al., 2005).

Em varios tipos de cancer, uma correlacdo positiva entre a MMP-7 e o
potencial invasivo tem sido documentada. Sua superexpressiao €
predominantemente associada com células epiteliais pré-malignas (SINGH et
al., 2008). Ademais, a MMP-7 tem sido detectada em estagios precoces do
cancer do colon, implicando na destruicdo da matriz extracelular e no

desenvolvimento e progressdo da metastase neste cancer (WU et al., 2011).

A presenga do HPV-16 tem sido relacionada ao aumento de expresséo de
MMP 2, 9, T1-MMP e TIMP-2, bem como aumento de atividade de pro-MMP-2,
em cultura de células de neoplasia cervical, sugerindo o envolvimento do HPV
na regulacéo de expressao de MMPs e TIMP-2 (SICA et al., 2014).

Além disso, a MMP7 ja foi identificada como marcadora da populacéo de
células cuboide da juncdo escamo-colunar da cérvice, mais susceptiveis a
infeccdo pelo HPV (HERFS et al., 2012). Em estudo recente foi demonstrado
que a MMP-7 ndo é expressa em células diferenciadas normais do epitélio do
colorretal, contudo é encontrada em altos niveis em células de céancer do colo
retal, sendo dessa forma um possivel biomarcador para predicdo dessa doenca
em pacientes eu apresentem o quadro de cancer do colo retal (SICA et al.,
2014). A sua importancia é realcada por dados clinicos que mostraram
existéncia de associacdo entre a expressdo de MMP-7 e o decréscimo na

sobrevida de pacientes com cancer do colo uterino (MIYATA et al., 2006).

Considerando-se as implicacdes da MMP-7 como um ativador local de
proteinases e de outras proteinas biologicamente ativas, sugere-se que a

inibicdo especifica da MMP-7 poderia contribuir na inibicdo de carcinogénese.
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3. JUSTIFICATIVA

3.JUSTIFICATIVA DA ANALISE HISTOLOGICA DE LESOES DO COLO
UTERINO

Embora sejam numerosos os estudos comprovando a importancia do
HPV no surgimento e desenvolvimento do cancer cervical, é evidente que a
infeccdo por esse virus ndo € suficiente para que ocorra uma conversao
maligna das lesdes, sendo necessario, portanto o auxilio de outros agentes
etiologicos para tal desenvolvimento. Com este estudo pretendeu-se
aprofundar o conhecimento sobre as reais causas do desenvolvimento do

cancer de colo uterino através da identificacdo de outros fatores além do HPV.
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Portanto, € de fundamental importancia estabelecer a relacéo entre a co-
infeccdo HPV / EBV, a expressao da MMP7 e a transformacédo para o fenotipo
maligno do carcinoma invasor. Para tal, propfe-se correlacionar o padréo de
expressdo da MMP7 com a presenca dos subtipos de HPV (16 e 18) e EBV a
partir de biopsia de lesdes cervicais de diferentes graus de transformacdes
neoplasicas intraepiteliais NICs, sendo estes: dentro dos limites de normalidade
X intraepiteliais de baixo grau (NIC I) X intraepiteliais de alto grau (NIC 1l e NIC

1
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4. OBJETIVOS

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

A) Analisar a correlagcédo da co-infeccdo dos subtipos de HPV (16/18) com
EBV e o padrdo de expressdo da MMP-7 a partir de bidpsia de lesGes
cervicais de diferentes graus de transformacdo neoplasica (dentro dos
limites de normalidade x LSIL x HSIL).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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A) Associacdo do EBV, do HPV e da MMP-7 nas sucessivas fases do

processo de carcinoma do colo uterino por imunolocaliza¢do tecidual.

B) Possivel associacao entre a proteina MMP-7 e os diferentes padrdes de
infecc@o pelo HPV/EBV em relagéo aos estagios pré-malignos do

carcinoma cervical
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5. CASUISTICA E METODOS

5. CASUISTICA E METODOS
5.1 Individuos

O estudo se desenvolveu através da analise retrospectiva dos preparados
histopatolégicos de espécimes teciduais do colo uterino de pacientes

selecionadas sem critérios previamente definidos.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bioandlise Clinica,
Citohistologica e Molecular e Laboratério de Imunologia Aplicada localizados na

Universidade Federal de S&do Carlos/lUFSCar em colaboragdo com o Dr. André
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Luiz Malavasi, lider do centro de estudo e pesquisa do Hospital Pérola, Centro

de Referéncia da Saude da Mulher em Sao Pauo.

Foram analisadas biopsias emblocadas em parafina de pacientes do
Hospital Pérola Byington, cujas amostras possuiam mais do que cinco anos de
coleta. Dessa forma, foi relacionado um total de 93 blocos concernentes a 93
pacientes, todos com numero de registro referentes aos exames

anatomopatoldgicos das respectivas pacientes.

A totalidade dos blocos de parafina referentes aos casos foi solicitada ao
Departamento de Patologia do Hospital Pérola Byington, porém de 33 blocos
nao foi possivel realizar sec¢des devido as condi¢des pelas quais os blocos se
encontravam, tais como parafina antiga, tecido muito rijo e cortes da biopsia

muito grandes. Sendo assim, 33 casos foram excluidos das analises.

O cortes foram seccionados a partir da bidpsia de tecido emblocado de colo
uterino embebido em parafina fixado em formol coletados de 60 pacientes do
sexo feminino, com idades entre 20 e 70 anos (média de 45 anos), com
diferentes lesbes cervicais, provenientes dos arquivos da Anatomia Patoldgica
do Hospital Pérola Byington, Centro de Referéncia da Salude da Mulher (SP)
que tinham mais de 5 anos de realizacdo. Foram seguidas as orientacdes do
conselho de revisdo institucional, submetido e aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Séo Carlos (44511015.0.0000.5504).

5.2 Morfologia

As amostras foram submetidas a procedimentos histolégicos. Os casos
foram avaliados por patologista especializada. Os diagnésticos foram
estabelecidos por avaliacdo morfolégica através da coloracdo hematoxilina-
eosina dos blocos, em combinagcdo com IHC utilizando os anticorpos aplicados,

conforme Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Relac&o de anticorpos utilizados

Anticorpo Diluicéo Descricdo
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Anti MMP-7 1:100 Abcam, Cambridge, EUA —
n° produto ab3205

Anti HPV16 E6 + HPV18 1:60 Abcam, Cambridge, EUA —
E6 n° produto ab70
Anti EBV Nuclear 1:200 Abcam, Cambridge, EUA —

n° produto ab8329

As amostras de biopsias do colo uterino parafinadas, previamente
fixadas em formol a 10% e incluidas em parafina, foram cortadas na espessura
de 4 um, estendidas sobre laminas de vidro, desparafinizadas, hidratadas,
coradas pela técnica de Hematoxilina/Eosina (HE) e, entdo, re-examinadas em
microscopia de luz para confirmacédo do diagndstico anatomo-patoldgico.

Foram considerados representativos os cortes histoldgicos que continham
ao menos um compartimento do epitélio estratificado escamoso e um do
epitélio colunar, sendo que na maioria dos casos foi possivel apenas um
diagnostico descritivo, ressaltando as principais caracteristicas das lesoes,
guando presentes.

O estadiamento das lesbes foi avaliado, caso a caso, de acordo com a
andlise do acometimento do epitélio, realizada sob microscépio e foram
divididos em quatro classes representadas de acordo com o grau da lesao,

conforme esta na Tabela 5.2.

Procedeu-se uma minuciosa analise das amostras em cada caso e cada
preparado histopatoldgico foi semiquantificado segundo um sistema de escores
variando de 0 a +++ de acordo com a intensidade e extensdo do acometimento
do epitélio (HERFS et al., 2013)

0: auséncia de alteragao no epitélio
+: 0 a 33% de alterac&o no epitélio (um terco de acometimento)
++: 34 a 67% de alteracdo no epitélio (dois tercos de acometimento)

+++: 68 a 100% de alteracdo no epitélio (todo o epitélio alterado)
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Tabela 5.2. Distribuicdo das amostras de acordo com o grau de leséo

Controle Dentro dos limites de normalidade ou alteracéo celular benigna
NIC | Les&o Intraepitelial de baixo grau (LSIL)
NIC 1l Lesao Intraepitelial de alto grau (HSIL)
NIC Il Les&o Intraepitelial de alto grau (HSIL)

5.3 Imunohistoquimica:

Os ensaios da imunohistoquimica foram realizados com os blocos de
parafina contendo as amostras de tecido e o método utilizado foi o indireto de

estreptoavidina peroxidase.

Para permitir a analise dos tecidos ao microscoépio de luz, eles foram
seccionados em fatias bem finas e uniformes de 4ym. A microtomia teve inicio
com a fixacao do bloco de parafina no micrétomo de tal forma que a superficie
do bloco ficasse paralela a navalha e entédo foi efetuado o corte. Estes foram
distendidos sobre a superficie da dgua evitando-se a formacao de ‘pregas’. Os
cortes foram coletados com laminas silanizadas (StarFrost, Knittel Glaser,
Alemanha). Posteriormente foram realizados os passos para desparafinizacao
utilizando xilol, hidratacdo sob sequéncias alcodlicas em concentracdes
decrescentes até agua destilada. Em seguida, as laminas foram transferidas
para uma placa aquecida e na sequencia para uma estufa a 60° C por 1h para

a retirada do excesso de parafina e aumento da adeséao do corte a lamina.

As laminas foram entdo lavadas em PBS e submetidas ao protocolo de
recuperacao antigénica atraves do tratamento com o tampao citrato 0,01 M, pH
6.0, aquecido na intensidade maxima do micro-ondas 1.300 W (95°C) por 10
min, e o tamp&o anidro citracénico (pH 7,4) também aquecido no micro-ondas
na mesma intensidade e tempo, seguido pelo resfriamento em temperatura
ambiente por um periodo de 50 a 60 min. As laminas foram secas ao redor dos
cortes e lavadas com PBS por 3 vezes. Em seguida foi realizado o bloqueio de

ligagcbes ndo especificas de anticorpo com uma solucdo de PBS 1x (0,1M),
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contendo 1% de BSA (albumina de soro bovino) para bloquear reacbes nao
especificas. Apds lavagem, os cortes foram incubados a 4°C em recipiente com
umidade saturada por um periodo de 16 horas (overnight), com os anticorpos
monoclonais primarios apropriados diluidos. Em seguida a solucéo de peroxido
de hidrogénio (3%) (H202) foi depositada na lamina por 20 min. para bloqueio
da atividade da peroxidase enddgena, seguida pela lavagem em PBS (3x). Os
cortes foram incubados com anticorpo secundéario biotinilado (Abcam,
Cambridge, EUA — n° produto ab97033), diluido a 1:200 por 45 minutos a
temperatura ambiente, seguida de uma nova lavagem com PBS (3x). As
laminas foram entdo incubadas com o complexo estreptavidina-peroxidase
(Sigma, n° produto S 2438 Saint Louis, Misouri) na diluigdo de 1:100, por um
periodo de 45 min. em temperatura ambiente. Por fim, a marcacao foi revelada
utilizando-se a solucdo cromdgena composta por substrato de perdxido de
hidrogénio (H202) a 1% e 0,5 mg do composto DAB (3,3’-diaminobenzidina —
Sigma Co-USA-D5637) (MYLONA et. Al., 2005) por 8 minutos a temperatura
ambiente (KIKUCHI et al.,, 2015). As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris e montadas com as laminulas utilizando Permount®
(Fisher Scientific NJ USA) (DAVISDON et al.,, 2015). As condi¢des padréo
utilizadas para os testes de imuno-histoquimica foram estabelecidos

preliminarmente.

Anticorpos monoclonais foram utilizados contra o dominio catalitico da
matrilisina (MMP-7) humana (SURENDRAN et al., 2004). As amostras das
laminas foram imunohistoquimicamente analisadas pela expressdo da MMP-7
usando os anticorpos, aplicados numa diluicdo de 1:100 (DAVISDON et al.,
2015). Para controle negativo de marcagdo da MMP-7 foi utilizado o isotipo
controle monoclonal, o IgG1 (Abcam, Cambridge, EUA — n° produto ab18443)
(Khenchouche et al., 2013). Controle positivo consistia de uma amostra de
carcinoma de mama que demonstrou imunorreatividade para a MMP-7 em um

estudo piloto.

O anti-MMP7 é um anticorpo monoclonal produzido em camundongo
gue reconhece as formas latentes e ativas da proteina humana MMP-7. Anti-
HPV16 E6 + HPV18 E6 antibody é também um anticorpo monoclonal produzido

por camundongos, que identifica a expressdo da proteina E6 em células
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transformadas pelo virus HPV. O anti-EBV Nuclear Antigen antibody, assim
como os demais utilizados & um anticorpo monoclonal produzido em
camundongos, com especificidade para o antigeno nuclear EB do virus
Epstein-Barr (EBNA1), o qual € um dos antigenos que é expresso em todas as

malignidades associadas com EBV.

5.4 Anélise histomorfométrica

O padrao de expresséo imunohistoquimica HPV 16/ 18, EBV e MMP7 foi
analisado utilizando-se a microscopia optica e a morfometria computadorizada.
Para a analise morfométrica, a imagem do corte histolégico foi digitalizada
utilizando-se escaner de lamina (3D HISTECH, Budapest, Hungria) carregado
com objetiva de 40x. As areas de interesse nas imagens digitalizadas
marcadas pela imunohistoquimica foram selecionadas de acordo com a
saturacao e intensidade da imunomarcacdo. A porcentagem de area ocupada
pelas regibes de interesse foram semiquantificadas. Para a andlise da
expressdo imunohistoquimica da MMP-7, o padrao de expresséo foi analisado
por meio dos seguintes parametros: distribuicdo, area, intensidade e padrao de
imunorreatividade. Para o parametro intensidade, os casos foram
categorizados em imunorreatividade positiva intensa (+++), imunorreatividade
positiva moderada (++), imunorreatividade fraca (+) e negativa (0). O critério de
positividade utilizado para o HPV foi a identificacdo de nlcleos de
queratinécitos superficiais fortemente corados (LAWSON et al., 2009). O
critério de positividade para EBV foi a identificacdo de imunopositividade para a
proteina LMP nuclear e/ou citoplasmatica nos queratindcitos ao longo de toda a
espessura epitelial (SOUZA, 2011).

5.5 Anéalise Estatistica

Os parametros de expressao da proteina MMP-7 foram relacionados
com a presenca de HPV / EBV e com o grau das les6es (normal, NIC I, NIC Il e
NIC Ill) usando os testes estatisticos Qui-quadrado/Exato de Fisher e de

correlacdo de Spearman, em funcdo dos tipos de variaveis que foram
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comparadas. Para todas as analises foram considerados significativos os
valores p<0,05 (LOPEZ et al., 2012)
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6. RESULTADOS

6. RESULTADOS
6.1 Analise da Imunohistoquimica

As amostras foram divididas em controle, NIC | (LSIL), NIC 1l e NIC 1lI
(HSIL) refletindo seu risco de progressao maligna. A analise foi realizada em
diferentes secdes do epitélio e do tecido, sendo estes, endocérvice do epitélio,

JEC do epitélio, ectocérvice do epitélio, endocérvice do tecido conjuntivo, JEC
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do tecido conjuntivo, ectocérvice do tecido conjuntivo e também as glandulas

presentes no tecido como apresentadas nas Figuras abaixo.

Uma avaliacdo semiquantitativa da imunorreatividade da MMP-7,
presenca de HPV e EBV foi realizada por um mesmo observador, em ensaio
cego, de acordo com a porcentagem de células positivas e a distribuicdo da
coloracdo. Como controle positivo foram utilizados sec¢cdes de mama humana

previamente conhecidos por serem altamente reativos.

A imunomarcacao da MMP-7 foi baseada na coloracdo dos nucleos das

células, sendo classificadas como (0), (+), (++), (+++)

Para os virus, a imunomarcacdo foi baseada na positividade ou

negatividade.

Os blocos foram divididos em grupos de acordo com o padrdo de
coloracéo e intensidade, sendo eles negativo (0), células positivas dispersas
(+), coloracédo forte, mas descontinua ou limitada a camada basal ou dois
tercos marcados (++), coloracdo forte difusa, uniforme da camada basal até a
superficie da camada epitelial basal (+++). Além disso, a imunorreatividade foi
correlacionada com o estagio dos casos, sendo eles controle, NIC I, NIC Il e
NIC IlI.

A imunohistoquimica para a MMP-7 foi realizada em 60 casos e a
porcentagem de sua imunorreatividade foi calculada para cada grupo.

6.2 Analise das imagens da imunorreatividade da MMP-7

Na Figura 6.1 podemos observar que a imunorreatividade da proteina
MMP-7 nos cortes histolégicos em amostras controle foi nula e isso ocorre
devido a baixa expressao dessa proteina nos tecidos normais. As imagens
estéo divididas relativas a por¢cdes do epitélio do colo do utero. Sendo assim, a
imagem (a) representa a endocérvice, (b) representa a juncdo escamocolunar,
(c) representa a ectocérvice e (d) representa o tecido glandular presente no

tecido do colo uterino.
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Figura 6.1. Grupo controle. Imunomarcacdo das porcdes das amostras Controle (0% de imunomarcacéo) a)
Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo b) JEC e tecido conjuntivo c) Epitélio colunar e tecido
conjuntivo d) Glandulas
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Nas amostras com lesdo de grau | (LSIL), podemos observar que houve
a ocorréncia fraca de imunorreatividade da MMP-7 na camada basal do epitélio
estratificado escamoso (endocérvice), assim como no tecido conjuntivo e nas
glandulas, como apresentando pela Figura 6.2. As imagens estdo divididas
relativas a por¢cdes do epitélio do colo do Utero. Sendo assim, a imagem (a)
representa a endocérvice, (b) representa a juncdo escamocolunar, (c)
representa a ectocérvice e (d) representa o tecido glandular presente no tecido
do colo uterino.
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Figura 6.2 Grupo NIC |. Imunomarcacdo das porcdes das amostras lesionadas com grau | de
neoplasia (30% de imunomarcacéo) a) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo b) JEC
e tecido conjuntivo c) Epitélio colunar e tecido conjuntivo d) e e) Glandulas
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Podemos observar na Figura 6.3 que a imunomarcacdo da MMP-7 se
extende por dois tercos do epitélio estratificado, revelando sua presenca no
estagio mais avangado da lesdo do colo uterino, NIC Il (HSIL), bem como no
tecido conjuntivo e nas glandulas.

Figura 6.3 Grupo NIC II. Imunomarcagdo das por¢des das amostras lesionadas com grau Il de

neoplasia (60% de imunomarcacéo) a) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo b) JEC

e tecido conjuntivo c) e d) Epitélio colunar (ectocérvice) e tecido conjuntivo e e) Glandulas
RN W= ——







Podemos observar na Figura 6.4 a imunomarcacgéo da MMP-7 no grupo NIC
IIl na totalidade do epitélio estratificado, bem como no epitélio colunar, tecido
conjuntivo e nas glandulas. De fato no estagio mais agravado da lesdo ocorreu
uma alta taxa de imunorreatividade da proteina MMP-7, demonstrando que
guanto mais avancada o grau de lesdo maior a expressdo da proteina no

tecido.

Figura 6.4 Grupo NIC Ill. Imunomarcagéo das por¢c8es das amostras lesionadas com grau Il de
neoplasia (90% de imunomarcagéo) a) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo b) JEC
e tecido conjuntivo c) Epitélio colunar (ectocérvice) e tecido conjuntivo e d) e e) Glandulas
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6.3 Associagao entre MMP7 e o grau da les&o

A associagéo da expressao da proteina MMP-7 com o grau da lesdo nas
amostras observadas foi realizada com embasamento na correlagcdo de
Spearman. A observacdo da expressao foi realizada nas amostras seguindo o
raciocinio de expressdo presente ou ausente nas amostras teciduais e 0s
casos analisados foram os classificados como neoplasia intraepitelial de grau |l
e lll ou lesédo de alto grau (HSIL). Do total de amostras analisadas (n=60), a

expressdo da proteina foi observada em poucos casos. Na Tabela 6.1 esta



descrita a associacao do grau de positividade da imunomarcacdo da MMP-7 na
porgdo do epitélio estratificado (endocérvice) do colo uterino. Observando os
valores obtidos para a associacdo estatistica, nota-se que ndo houve uma
associacao significativa entre a imunoexpressao da proteina MMP-7 no epitélio
da endocérvice com o grau da lesdo, visto que o valor adotado como

significativo foi p<0,05.

Tabela 6.1 Correlagao entre a expressédo da proteina MMP-7 e o grau de lesdo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO EPITELIO DA ENDOCERVICE

0 + ++ +++ Total
8 5 4 0 17
ausente
47,1% 29,4% 23,5% ,0% 100,0%
Lesdo de 17 11 11 2 41
presente
alto grau 41,5% 26,8% 26,8% 4,9% 100,0%
25 16 15 2 58
Total
43,1% 27,6% 25,9% 3,4% 100,0%

Teste de correlagédo de Spearman. p=0.558.

Assim como na endocérvice do epitélio, na por¢cdo da juncdo
escamocolunar foi observado nas amostras que ndo houve uma correlacdo
entre a expressdo da MMP-7 e o grau da lesado tecidual. Podemos observar
pela Tabela 6.2 que o valor da correlacdo (p=0,748) é menor que o valor

adotado como significante.

Tabela 6.2 Correlacado entre a expressédo da proteina MMP-7 e 0 grau de lesdo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO EPITELIO DA JEC

0 + ++ +++ Total
Lesdo de Ausente 15 1 1 0 17
alto grau 88,2% 5,9% 5,9% ,0% 100,0%
Presente 35 1 2 3 41
85,4% 2,4% 4,9% 7,3% 100,0%
Total 50 2 3 3 58
86,2% 3,4% 5,2% 5,2% 100,0%

Teste de correlagdo de Spearman. p=0.748.

Na porcédo da ectocérvice foi observado que a expressdo da MMP-7 teve

maior ocorréncia, contudo, ainda assim, pela correlacdo de Spearman nao



houve um paralelismo entre as variaveis ja descritas. Observamos isso pelo
valor de p=0,123.

Tabela 6.3 Correlacéo entre a expressao da proteina MMP-7 e o grau de leséo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO EPITELIO DA
ECTOCERVICE

0 + ++ +++ Total
Lesdo de Ausente 9 3 2 3 17
alto grau 52,9% 17,6% 11,8% 17,6% 100,0%
Presente 31 2 4 4 41
75,6% 4,9% 9,8% 9,8% 100,0%
Total 40 5 6 7 58
69,0% 8,6% 10,3% 12,1% 100,0%

Teste de correlagdo de Spearman. p=0.123.

Nas Tabelas 6.4 e 6.5 observamos que pelos valores da correlacdo de
Spearman que a ligacdo entre a expressdao de MMP-7 com o grau de leséo
nessas porgdes teciduais nao foi significativa. Podemos notar ainda que 0s
valores de p se equipararam (p=0,859/p=0,838).

Tabela 6.4 Correlacéo entre a expressado da proteina MMP-7 e o grau de leséo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO TECIDO CONJUNTIVO

(ENDOCERVICE)
0 + ++ +++ Total
Leséo de Ausente 6 7 1 3 17
alto grau 35,3% 41,2% 5,9% 17,6% 100,0%
Presente 14 13 12 2 41
34,1% 31,7% 29,3% 4,9% 100,0%
Total 20 20 13 5 58
34,5% 34,5% 22,4% 8,6% 100,0%

Teste de correlagdo de Spearman. p=0.859.

Tabela 6.5 Correlacdo entre a expressao da proteina MMP-7 e o grau de leséo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO TECIDO CONJUNTIVO

(JEC)
0 + ++ +++ Total
Lesdo de Ausente 12 2 2 1 17
alto grau 70,6% 11,8% 11,8% 5,9% 100,0%
presente 28 3 9 1 41




68,3% 7,3% 22,0% 2,4% 100,0%
Total 40 5 11 2 58

69,0% 8,6% 19,0% 3,4% 100,0%

Teste de correlagdo de Spearman. p=0.838

Assim como na porcdo do epitélio colunar (ectocérvice), o tecido
conjuntivo correspondente a essa porcdo apresentou maior ocorréncia de
expressdo da MMP-7 quando comparado as outras porcdes do tecido
conjuntivo. Na Tabela 6.6 podemos observar pelo p valor (p=0,570), ainda que
esse valor ndo tenha sido significativo, foi um valor mais aproximado do valor

adotado.

Tabela 6.6 Correlacéo entre a expressao da proteina MMP-7 e o grau de lesdo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO TECIDO CONJUNTIVO

(ECTOCERVICE)
0 + ++ +++ Total

Lesdo de alto  Ausente 7 4 5 1 17
grau 41,2% 23,5% 29,4% 5,9% 100,0%

presente 22 5 12 2 41
53,7% 12,2% 29,3% 4,9% 100,0%

Total 29 9 17 3 58
50,0% 15,5% 29,3% 5,2% 100,0%

Teste de correlagdo de Spearman. p=0.570.

No tecido glandular foi observado nas Figuras 6.3 e 6.4 que houve uma
expressao intensa em algumas amostras, demonstrando assim que no grau
mais avancado das lesdes a expressdo da proteina MMP-7 é intensa. Contudo
pela correlacdo de Spearman, como apresentado pela Tabela 6.7, ndo foi

observado resultado significativo (p=0,294).

Tabela 6.7 Correlagéo entre a expressao da proteina MMP-7 e o grau de lesdo no tecido
do colo uterino

GRAU DE POSITIVIDADE DE MMP-7 NO TECIDO GLANDULAR

0 + ++ +++ Total
Les&o de alto ausente 5 3 4 5 17
grau 29,4% 17,6% 23,5% 29,4% 100,0%
presente 16 6 15 4 41
39,0% 14,6% 36,6% 9,8% 100,0%
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Total 21 9 19 9 58

36,2% 15,5% 32,8% 15,5% 100,0%

Teste de correlacdo de Spearman. p=0.294.

6.4 Anélise imuno-histoquimica HPV

A andlise da imunomarcacdo do HPV foi realizada através da
observacdo da positividade ou negatividade nas amostras histolégicas, sendo
gue as mesmas foram divididas de acordo com o grau da lesédo (Controle, NIC
[, NIC Il e NIC Ill) nos diferentes compartimentos do epitélio e do tecido
conjuntivo, assim como no ensaio de imunomarcagéo da proteina MMP-7. Na
Figura 6.5 estd descrita a porcdo normal da endocérvice do colo uterino.
Podemos notar que ndo houve imunomarcacdo na por¢ao observada. Isso se
d& devido a auséncia do virus HPV na mesma. Além disso, ha membrana basal
pode-se observar uma camada nitida de células organizadas, com ndcleos em
intensa atividade metabdlica e ao longo da diferenciacdo do epitélio ocorre a
diminuicdo do tamanho nuclear devido a reducao da atividade metabdlica, que

€ caracteristica do epitélio estratificado normal.

Figura 6.5 Grupo Controle. Imunomarcacdo das por¢cdes de amostras controle (0% de
imunomarcacao) a) b) e c) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo d) Epitélio colunar

(ectocérvice)
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Nas amostras classificadas com neoplasia de grau | foi observado que
apenas na camada basal da membrana epitelial houve uma desestruturacéo,
caracteristica da presenca viral. As células na camada basal apresentam
intensa atividade metabdlica e o seu crescimento e diferenciacdo é de forma
desorganizada. Na diferenciacao do epitélio, observa-se a presenca de ndcleos
anormais, ocorréncia de binucleac¢do e halos em volta do nucleo. Além disso,
podemos notar imunomarcacgéo pelo ensaio de imunohistoquimica na camada
basal (Figura 6.6)

Figura 6.6 Grupo NIC I|. Imunomarcacdo das porcdes das amostras lesionadas com grau | de
neoplasia (30% de imunomarcacéo) a) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo b) JEC
e tecido conjuntivo c) Epitélio colunar (ectocérvice) e tecido conjuntivo e d) Glandulas
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Nas amostras com grau de lesdo Il, observou-se um aumento de
proliferacdo celular por dois tercos do epitélio. Posemos notar na Figura 6.7
gue os nucleos se encontram em tamanhos duplicados, indicando atividade
metabdlica acelerada, além disso, na por¢do da endocérvice ha a ocorréncia
de binucleacéo, nucleos em formatos anormais, halos em volta dos ndcleos e
imunomarcacao do ensaio de imunohistoquimica, apontando a presenca do

virus nas células.
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Imunomarcacdo das porgdes das amostras lesionadas com grau | de

Figura 6.7 Grupo NIC Il
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Em amostras com lesdo de grau lll, nota-se que ha uma intensa
proliferacdo celular, indicando a presenca do virus, além disso pode ser
observado que as células se estendem pela camada do epitélio de formal
anormal, com a presenca de nucleos grandes desde a camada basal até a

ultima camada de diferenciacao celular dessa porcao do tecido (Figura 6.8).

Figura 6.8 Grupo NIC IIl. Imunomarcagdo das por¢des das amostras lesionadas com grau | de
neoplasia (90% de imunomarcacdo) a) JEC e tecido conjuntivo tecido b) Glandulas e c)Epitélio
estratificado (endocérvice)

a)

b)

-16 -



De acordo com as imagens podemos notar que existe uma progressao

da presenca do virus nos diferentes estagios da leséo (tecido normal ao grau llI

da neoplasia). Além disso, as caracteristicas da presenca do virus nas ceélulas

do epitélio descritas por outras investigacfes foram observadas nos ensaios de

imunohistoquimica realizados neste trabalho. Apesar da visualizacdo dessas

caracteristicas relacionadas a presenca do virus nas porcées no epitélio, no

teste estatistico ndo foram obtidos valores significativos adotando o p-

valor<0,05. Na Tabela 6.8 foi feita a correlacao da presenca do virus na porcao

da endocérvice e o p=0.102

Tabela 6.8 Correlagdo entre a presenca do HPV e o grau de lesdo no tecido do colo

uterino
POSITIVIDADE DO HPV NO EPITELIO DA ENDOCERVICE
Negativo Positivo Total

Leséo de alto grau ausente 14 3 17
82,4% 17,6% 100,0%

presente 33 1 34
97,1% 2,9% 100,0%

Total 47 4 51
92,2% 7,8% 100,0%

Teste Exato de Spearman p=0.102
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Na porcéo da juncdo escamocolunar ndo foi observada a presenca do
virus em nenhuma amostra, sendo assim nao foi obtido um valor para o p.
(Tabela 6.9)

Tabela 6.9 Correlacéo entre a presenca do HPV e o grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO HPV NO EPITELIO DA JEC

Negativo Total
ausente 17 17
Leséo de alto grau 100,0% 100,0%
presente 34 34
100,0% 100,0%
Total 51 51
100,0% 100,0%

Na porcédo da ectocérvice foi observada a presenca do HPV em algumas
amostras, resultados demonstrados pela Tabela 6.10. Contudo essa
observacéo foi realizada em amostras que ndo possuiam a lesdo no tecido do
colo uterino, por isso o teste obteve um p=0,033, teoricamente significativo,
contudo nao valido para o objetivo pré-estabelecido. Esse € um resultado que
deve ser esclarecido em outros trabalhos futuros.

Tabela 6.10 Correlacéo entre a presenca do HPV e o grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO HPV NO EPITELIO DA ECTOCERVICE

Negativo Positivo Total
Ausente 14 3 17
Leséo de alto grau 82,4% 17,6% 100,0%
presente 34 0 34
100,0% ,0% 100,0%
Total 48 3 51
94,1% 5,9% 100,0%

Teste Exato de Spearman p=0.033

No tecido glandular foi notada a presenca de caracteristicas da presenca
do HPV na maioria das amostras. Na Tabela 6.11 podemos observar a
correlagao, resultando em um valor de p=0,087, sendo este valor o mais
préximo do valor significativo adotado p<0,05. Podemos notar também na
Figura 6.8 (c) que o tecido glandular apresentou completa imunomarcacéao das
células nesta porcao do tecido.
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Tabela 6.11 Correlagéo entre a presenca do HPV e o grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DP HPV NO TECIDO GLANDULAR

Negativo Positivo Total
Lesdao de alto grau ausente 13 4 17
76,5% 23,5% 100,0%
presente 32 2 34
94,1% 5,9% 100,0%
Total 45 6 51
88,2% 11,8% 100,0%

Teste Exato de Spearman p=0.087

6.5 Anélise imuno-histoquimica EBV

A analise da imunomarcacao do EBV foi feitas através da observacao da
presenca ou auséncia do virus nas ceélulas do epitélio das amostras assim

como foi feito com o HPV.

De acordo com a literatura ja descrita, 0 Epstein-Barr virus é responsavel
pelo desenvolvimento de diversos tipos de malignidades epiteliais, contudo o
seu papel na transformacdo das malignidades humanas permanece néo
totalmente estabelecido, particularmente em canceres epiteliais (TSAO et al.,
2015). Visto que o cancer do colo uterino se desenvolve na camada epitelial, é
provavel que o virus EBV esteja presente nas camadas do epitélio em auxilio

ao virus HPV.

Sendo assim foi observado em ensaio de imuno-histoquimica a presenca do
virus em células do epitélio ao longo da camada epitelial e de acordo com o
grau de lesdo analisado.As amostras foram divididas de acordo com o grau da
lesédo (Controle, NIC I, NIC Il e NIC lll) nos diferentes compartimentos do
epitélio e do tecido conjuntivo. A Figura 6.9 representa a porcéo da endocérvice
em amostras de leséo de grau |, onde foi observado a imunomarcacgao do virus
em células epiteliais. Os ndcleos se encontram corados com 0O COMPOSto
Diaminobenzidine detectados pela reacdo imunohistoquimica do anticorpo
utilizado na reacdo. Além disso, os nucleos das células na camada basal se
encontram em alta atividade metabdlica, resultando em dimensdes maiores do

que o normal.
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Figura 6.9 Grupo NIC I. Imunomarcacédo do virus EBV nas por¢gdes de amostras com grau de leséo |

(27% de imunomarcacédo) a) e b) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo c) Tecido

Conjuntivo d) Glandulas
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No grupo de amostras com neoplasia grau Il nota-se que a
presenca do EBV é mais evidente. Na Figura 6.10 podemos verificar a
imunomarcacdo é completa nas camadas epiteliais devido a presenca

do virus nas células.
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Figura 6.10 Grupo NIC IIl. Imunomarcagédo do virus EBV nas por¢g8es de amostras com grau de leséo

11l (97% de imunomarcacgao) a) b) e c) Epitélio estratificado (endocérvice) e tecido conjuntivo c) Tecido

Conjuntivo d) Tecido glandular
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De acordo com a Tabela 6.12 a correlacdo entre a presenca do EBV na
porcdo da endocérvice ndo é significativa, pois nota-se que o p-valor foi
p=0,745, contudo nos casos positivos, foi possivel observar a confirmacdo da
presenca do virus nessa porcdo do epitélio, especialmente na camada basal,
pelo ensaio de imuno-histoquimica, como demonstrado pela Figura 6.9

Tabela 6.12 Correlagdo entre a presenca do EBV e o grau de les&o no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO EBV NO EPITELIO DA ENDOCERVCE

Negativo Positivo Total

Lesdo de alto grau ausente 8 7 15
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53,3% 46,7% 100,0%

presente 11 14 25
44,0% 56,0% 100,0%

Total 19 21 40
47,5% 52,5% 100,0%

Teste exato de Spearman p=0,745

Na Tabela 6.13 a estatistica esta favoravel ao que se esperava para a
porcdo da juncdo escamocolunar do epitélio, contudo podemos notar que 0s
resultados sao referentes negatividade do virus em amostras com lesao de alto
grau. Por essa razdo o p=0,046, o que seria significativo se caso a presenca do
EBV fosse positiva nas amostras com lesdo de alto grau.

Tabela 6.13 Correlacéo entre a presenca do EBV e o grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO EBV NO EPITELIO DA JEC

Negativo Positivo Total
ausente 12 3 15
Lesdo de alto grau 80,0% 20,0% 100,0%
presente 25 0 25
100,0% ,0% 100,0%
Total 37 3 40
92,5% 7,5% 100,0%

Teste exato de Spearman p=0,046

Na porcdo da ectocérvice, ndo houve resultado significativo quanto a
presenca do EBV, pois de um total de 40 amostras, apenas 13 apresentaram a
ocorréncia do virus, contudo sendo o numero amostral um pouco reduzido,
esse valor poderia se tornar significativo, visto que pelas imagens

apresentadas, é visivel a forte presenca do virus nas por¢cdes epiteliais

estudadas.

Tabela 6.14 Correlacéo entre a presenca do EBV e o0 grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO EBV NO EPITELIO DA ECTOCERVICE

Negativo Positivo Total
Ausente 11 4 15
Leséo de alto grau 73,3% 26,7% 100,0%
Presente 16 9 25
64,0% 36,0% 100,0%
Total 27 13 40
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67,5% 32,5% 100,0%

Teste exato de Spearman p=0,730

O tecido glandular foi a por¢cdo com maior impacto na presenca do virus,
ainda nao foi esclarecido em literatura o fundamento para tal fato. De acordo
com a Tabela 6.15, podemos notar que 17 casos de 40 apresentaram o virus
EBV na porgéo glandular do tecido do colo uterino. Ainda que o valor de p nao
tenha sido significativo, verificou-se que ocorre a presenca do virus no tecido

de forma consideravel.

Tabela 6.15 Correlagéo entre a presenca do EBV e o grau de lesdo no tecido do colo
uterino

POSITIVIDADE DO EBV NO TECIDO GLANDULAR

Negativo Positivo Total
ausente 11 4 15
Les&o de alto grau 73,3% 26,7% 100,0%
presente 12 13 25
48,0% 52,0% 100,0%
Total 23 17 40
57,5% 42,5% 100,0%

Teste exato de Spearman p=0,187

No tecido conjuntivo correspondente as por¢cdes do epitélio estudadas,
ndo foi realizada a andlise estatistica dos testes, pois de acordo com o0s
resultados obtidos pela observacdo as cegas foi visto que de 40 casos com
lesdo de alto grau apenas 3 forneceram resultado positivo quanto a

imunomarcacédo do EBV nas células pelo imunoensaio realizado.

6.6 Andlise estatistica

Para avaliar a diferenca de expressao da MMP-7 entre células das
lesGes cervicais a estatistica empregada foi a de Spearmen, que é o coeficiente
de correlacdo linear de Pearson aplicado aos postos dos dados, obtidos
independentemente para cada variavel. O coeficiente de correlacdo de

Spearman é dado por:
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Foi realizada entdo uma associagcdo entre a expressao da MMP-7 e a
presenca dos virus HPV e EBV através dessa correlacdo, os quais se
encontram nos quadros 6.1 e 6.2.

Podemos notar no quadro 6.1 que existe uma relagédo significante entre
a expressao da MMP-7 na por¢cdo da juncdo escamocolunar com a presenca
do virus HPV no epitélio da endocérvice. Além disso, essa relacdo tambem é
verificada pela expressdo da MMP-7 e da presengca do virus no tecido

conjuntivo da area da juncao escamocolunar e na porcéo da ectocérvice.

QUADRO 6.1 Relacdo entre expressdo de MMP7 e presenca de HPV16/18

(n=42) HPV_END  HPV_ECT HPV_TCECT HPV_GL

Coeficiente de 0,205 0,010 0177 0,071

MMP7_END &
P 0,192 0,951 0,262 0,657
C%E?féf:tgode 0,357 0,262 0,057 0,092

MMP7_JEC &
p 0,020* 0,093 0,719 0,564
C%%?f;f;tgode 0,102 0,096 -0,102 -0,082

MMP7_ECT &
P 0,519 0,546 0,518 0,607
Coeficlente de 0,249 0,300 -0,007 0,089

MMP7_TCEND ¢
P 0,112 0,05+ 0,966 0,575
C%i?f;f;tgode 0,193 0,413 0,158 0,127

MMP7_TCJEC ¢
P 0,221 0,007* 0,317 0,424
C‘(’;fr'f;f;tgode 0,112 0,350 0,065 0,037

MMP7_TCECT &
p 0,481 0,023+ 0,684 0,815
C%ﬁ?f;f;tgode 0,070 0,242 -0,176 -0,019

MMP7_GL &
P 0,659 0,123 0,265 0,904
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Também foi realizada uma associacao entre a expressao da MMP-7 e a
presenca do virus EBV. Nessa relacdo foi observada uma relagdo entre a
presenca do virus na porcdo da endocérvice com a expressao da MMP-7 no

tecido conjuntivo da endocérvice.

QUADRO 6.2 Relacéo entre expressdao de MMP7 e presenca de EBV

EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV

END  JEC ECT TCEND TCIEC TCECT  GL
vmpy GOl 022 0112 0,105 0,091 -0112 -0,105 -0,049
END b 0,227 0543 0,568 0622 0543 0,568 0,789
vmpy  CCorel 0075 0111 0,087 0211 0111 -0,087 0,062
JEC p 0,683 0,547 0,637 00247 0547 0637 0,736
vmpy  CCorel 0,042 0,206 0256 0,093 -0206 -0,256 -0,028
ECT p 0,819 0,259 0,157 0,614 0259 0,157 0,878

* _ -

vmpy  CCorel  0,356* 0,036 0179 0281 -0036 0179 0,16
TCEND p 0,045 0843 0,327 0119 0,843 0,327 0,383
vmpy  CCorel 0248 012 0121 0309 012 0121 0,074
TCEC P 017 0514 0511 0085 0514 0511 0,687
vmpy  CCorel 0,139 0144 0016 014 0144 0016 0,081
TCECT P 0448 0433 0,932 0444 0433 0932 066
vmpy  CCorel 016  -0088 0065 0118 -0,088 0065 0,105
GL

p 0,383 0,632 0,724 0,52 0,632 0,724 0,569
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7.DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos a correlacdo da expressdo da MMP-7
com o grau das lesBes no colo uterino para verificar a provavel associacéo
entre 0s mesmos, em conjunto com a infeccdo dos virus HPV e EBV. Temos
bem descrito pela literatura que quanto maior o estagio da lesdo, maior é a
expressdo da MMP-7 em neoplasias, devido ao seu potencial em contribuir na
metastase de tumores e no auxilio de invasdo das células através de vasos
linfaticos. Além disso, ndo ha nenhum outro estudo que correlaciona o nivel de
expressdo da MMP-7 com os parametros clinicos e biologicos das lesdes do
cancer uterino. Este é o primeiro estudo que compara o perfil de

imunoexpressao nos diversos estagios de lesdes do colo uterino.

De todas as MMPs, a MMP-7 pode ser de grande importancia na
evolucdo da neoplasia e do cancer jA em estado avancado, pois ela age nas
propriedades de adesédo de membrana, € capaz de ativar outras MMPs, como a
MMP-2, -8 e -9 e possui a capacidade de clivar outras moléculas bioativas
(SIER et al.,, 2008). Além disso, pelos resultados obtidos pela correlacdo
realizada com as amostras imunomarcadas podemos concluir que a MMP-7
pode estar relacionada com a persisténcia dos virus nas células infectadas,
pois através dos resultados estatisticos os quadros 5.1 e 5.2 indicam que ha
uma correlacao significante entre a presenca dos virus e a expressao da MMP-
7 nas células do tecido epitelial com lesédo celular. Ademais, em estudo de
MAKINEN e colaboradores, em carcinoma de células escamosas da cavidade
oral foi sugerido que a expressdo da MMP-7 estava associada com a
metastase em estagios precoces das lesées (MAKINEN et al., 2014). Nas
imagens capturadas pelas laminas dos imunoensaior foi observado que a
imunorreatividade da MMP-7 foi detectada ndo somente no epitélio em que
havia les6es, mas também no epitélio normal e em células do tecido conjuntivo
e seu padréo de expresséao foi aumentando de acordo com a evolugéo do grau
das lesdes, o que corrobora com os dados de MYLONA e colaboradores, que
realizaram o estudo com base na deteccéo da expressdo da MMP-7 em células
do estroma das lesdes, assim como nas células normais do epitélio
estratificado e glandular (MYLONA et al., 2005).
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De acordo com o estudo realizado por Herfs e colaboradores, a juncao
escamocolunar € o local com maior ocorréncia de inicio de lesdo nas células
epiteliais, pois € o local com maior susceptibilidade, devido a presenca de dois
tipos celulares distintos com fungbBes diferentes. Nesse experimento, foi
observado que na juncdo escamocolunar de alguns casos com leséo celular o
virus HPV estava presente, assim como o EBV. Além disso, foi notava uma
forte expressdo da MMP-7 nas células dessa porcdo epitelial, ainda que nos
testes estatisticos tenha sido visto que ndo foram obtidos resultados
significativos. Ademais, as estimativas histolégicas dos graus de lesdo séo

subjetivas e sujeitas a erros observacionais dos operadores.

A imunomarcacdo da expressao da MMP-7 foi observada nas células
epitelias e nas células do tecido conjuntivo. Essa observacdo € devido a
expressdo da MMP-7 em todos os tipos celulares. Além disso, essa proteina
pode ser encontrada no citoplasma ou no nucleo das células (SINGH et al.,
2008).

A presenca do virus EBV em alguns casos de amostras com alto grau de
leséo intraepitelial nas células, pode ser devido a sua fase latente de infeccéo
em fases de displasia epitelial, o que poderia ter um papel importante no
desenvolvimento das lesGes, como no ensaio realizado por KIKUCHI e
colaboradores (KIKUCHI et al., 2015). Apesar de sua importancia clinica e
oncogénica, em nossa analise ndo houve uma observagdo significante da
presenca do EBV nas amostras histologicas através dos testes com IHC.
Sugere-se que isso seja devido a sua preferéncia por infectar linfécitos B e
estabelecer uma infeccdo persistente nesse tipo celular, em células epiteliais
seria uma infeccdo menos eficiente (ONNIS et al., 2012). Dessa forma, ainda é
necessaria uma elucidacao do papel do EBV no processo de desenvolvimento
das lesdes do colo uterino.

Os resultados obtidos necessitam de verificacdo, pois foram encontradas
algumas dificuldades com o manuseio das amostras, devido a antiguidade das
mesmas e suas consequentes debilidades, como a rigidez do material, sec¢gdes
em condi¢des inconstantes, secas e quebradicas, com consequente perda de

material para analise adequada.
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ANEXO

LAUDO | DIAGNOSTICO IDADE
B07_55 CONTROLE 37
B07_73 CONTROLE 44
B03_5595A CONTROLE 45
B07_603 CONTROLE 51
B0O7_972 CONTROLE 52
B07_1483 CONTROLE 45
B07_1495 CONTROLE 35
B03_815B NIC | 53
B03_815 NIC | 44
B03_5012 NIC | 4
B07_639 NIC | 62
B03_5697A NIC | 57
B03_9960 NIC | 43
B07_1130 NIC | 54
B07_1358 NIC | 39
B07_529 NIC | 49
B07_1767 NIC | 55
B07_3924 NIC | 39
BO7_1484 NIC | 52
B03_1836C NIC Il 63
B07_900 NIC Il 42
B03_8201 NIC Il 51
B03_8483 NIC Il 38
B07_521 NIC Il 39
B03_10087 NIC Il 47
B07_11110A NIC Il 60
B03_11527 NIC Il 55
B04_13578 NIC 11l 62
B05_10382 NIC Il 43
B05_15735 NIC 11l 56
B06_8958E NIC Il 60
B07_815B NIC 11l 40
B03_8016 NIC Il 51
B03_10923 NIC 11l 49
B07_4259 NIC Il 46
BO7_4640 NIC 11l 31
B07_4687 NIC Il 52
B07_5238 NIC 11l 55
B07_6285 NIC 111 62
B07_6288 NIC 11l 53
B07_6337 NIC 111 53
B07_6339 NIC 11l 45
B0O7_6593 NIC 111 56
B07_6762 NIC 11l 61
B07_7016 NIC 111 46
B07_7609 NIC 111 57
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B07_8002
B07_8018
B07_8156E
B07 9193
B07_9504
B07_9707
B07_9708
B07_9803
B07_10383
B07_10458
B07_11110C
B0O7_11212
B07_17262
BO7 17433

NIC I11
NIC 111
NIC I11
NIC 111
NIC I11
NIC 111
NIC I11
NIC 111
NIC I11
NIC 111
NIC I11
NIC 111
NIC [
NIC 111

53
63
45
61
56
57
44
49
48
50
48
42
53
59
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8. CONCLUSAO
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8. CONCLUSAO

A patologia do cancer cervical esta associada com a infeccdo e
inflamacéo pelo HPV. Foi proposto que a influéncia de outros fatores e a co-
infeccdo com o virus EBV poderiam aumentar a progressao das lesGes do
cancer do colo uterino. Neste estudo, foi observado que h& uma influéncia
causada por esses fatores na progresséo das lesées do cancer de colo uterino,
ainda que pequena. Existe uma taxa significante que correlaciona a infec¢do do
HPV com a expressao da proteina MMP-7, sendo observada uma marcacédo
atenuada no ensaio de imunohistoquimica nas células do tecido epitelial e
conjuntivo. Ainda existe muito a ser avaliado na correlacdo desses fatores com
o desenvolvimento das lesbes, contudo € sabido por esse estudo que a

expressdo da MMP-7 é relevante na progressao da doenca.
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