Ministério da Saude
Fundacé&o Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pos-graduacéao em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO IMUNOCITOQUIMICA DA EXPRESSAO DA PROTEINA
RAP1 EM BLOCOS DE CELULAS ESCAMOSAS PROVENIENTES DE
CITOLOGIA CERVICAL EM MEIO LIQUIDO

por

Anna Carolina Cancado Figueiredo

Belo Horizonte
Margo/2015
DISSERTAQAO MBCM-CPgRR A.C.C. FIGUEIREDO 2015



Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO IMUNOCITOQUIMICA DA EXPRESSAO DA PROTEINA
RAP1 EM BLOCOS DE CELULAS ESCAMOSAS PROVENIENTES DE
CITOLOGIA CERVICAL EM MEIO LiQUIDO

por
Anna Carolina Cancado Figueiredo

Dissertacdo apresentada com vistas a obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias na éarea de
concentracao Biologia Celular e Molecular

Orientacdo: Dra. Jaquelline Germano de Oliveira
Co-orientacéo: Dr. Marcelo Antonio Pascoal Xavier

Belo Horizonte
Margo/2015



Catalogacao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPgRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

F475c
2015

Figueiredo, Anna Carolina Cancado.

Caracterizacdo imunocitoquimica da expresséao da
proteina RAP1 em blocos de células escamosas
provenientes de citologia cervical em meio liquido /
Anna Carolina Cangado Figueiredo, 2015.

XXI, 120 f: il.: 210 x 297 mm.

Bibliografia: 128 — 141

Dissertacdo (mestrado) — Dissertacdo para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude
do Centro de Pesquisas René Rachou. Area de
concentracao: Biologia Celular e Molecular.

1. Esfregaco Vaginal/métodos 2. Teste de
Papanicolaou/instrumentacdo 3. Proteinas rapl de
Ligacdo ao GTP/analise 1. Titulo. II. Oliveira,
Jaquelline Germano de (Orientagédo). Ill. Xavier,
Marcelo Antonio Pascoal (Co-orientagéo)..

CDD - 22. ed. — 618.15




Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO IMUNOCITOQUIMICA DA EXPRESSAO DA PROTEINA
RAP1 EM BLOCOS DE CELULAS ESCAMOSAS PROVENIENTES DE
CITOLOGIA CERVICAL EM MEIO LiQUIDO

por

Anna Carolina Cancado Figueiredo

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:
Prof.(a) Dr.(a) Jaguelline Germano de Oliveira (Presidente)

Prof.(a) Dr.(a) Andrea Teixeira de Carvalho

Prof.(a) Dr.(a) Annamaria Ravara Vago

Suplente: Prof.(a) Dr.(a) Rosiane Aparecida da Silva Pereira

Dissertacao defendida e aprovada em: 20/03/2015



‘A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original”
(Albert Einstein)



Dedico este trabalho a minha mae e ao meu avd Omar.

Vi



AGRADECIMENTOS

A Deus por tudo.

A minha méae, pelo carinho, confianca, dedicacéo.

Ao meu irméo, pela amizade e apoio.

A minha familia, que torceu todos os dias desejando meu sucesso, especialmente

minha avo Helena e meus tios, Silvana e Omar Junior.
A Dra. Jaquelline pela acolhida, paciéncia, confianca, dedicacdo, incentivo,
aprendizado, orientacdo, e por ser em parte responsavel pela fase de maior

amadurecimento da minha vida.

Ao Dr. Marcelo Antonio Pascoal Xavier pelo exemplo, aprendizado, inspiracdo e
orientacao cientifica e de vida.

A Dra. Marilene, Dra. Andrezza e Dra. Jinia pela oportunidade e colaboracao.

A Dra. Paula Vidigal pela colaboracao.

Ao Dr. Paulo César Peregrino Ferreira pelo incentivo e colaboracao.

Ao Dr. Carlos Eduardo Calzavara Silva pela colaboracao e ensinamentos.

Ao Dr. Rodrigo Corréa Oliveira pelo apoio.

Aos pesquisadores do LICM: Soraya, Adriana Bozzi, Barbara Quinan, Jacqueline

Fiuza, Erica, Ester, pela colaboracdo e convivéncia agradavel.

A todas as pacientes que gentilmente concordaram em participar desta pesquisa.

Sem vocés este projeto ndo seria possivel.

VIl



As médicas residentes, Dra. Cecilia, Dra. Brenda e Dra. Sabrina pela colaboracdo

preciosa e aprendizado.

A Clari por toda ajuda, dedicacéo e paciéncia.

A Fernanda Césari pela colaborac&o e apoio.

Aos técnicos do LICM: Luciana, Vinicius, Ana Pacheco e Ricardo, pelo auxilio.

Aos jovens talentos, Camila, Ramon, André, Heloisa, Vitor, Jéssica, Jéssica Peixoto,

Cristiano, Mara e Lucas, por toda ajuda e apoio.

A Carolina Bertini por toda ajuda.

A lIzabella, Roberta Prado, Emerson, Jorge, Juliana, Yasmin, Stella, Eneida, Luiza,
Talita, Guilherme, Dirli, Victor e Lorena, pela amizade, paciéncia, aprendizado e

companheirismo. Vocés contribuiram para que eu me tornasse uma pessoa melhor.

Aos colegas da Pés-Graduacéo.

VIl



AGRADECIMENTOS AS INSTITUICOES FINANCEIRAS

A Fundacéo Oswaldo Cruz, ao Centro de Pesquisas René Rachou e ao Programa

de Po6s-graduacédo em Ciéncias da Saude pela oportunidade e infraestrutura.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pelo

financiamento da bolsa de mestrado.
Ao Hospital das Clinicas e ao Instituto Jenny Faria da UFMG.

Ao Departamento de Anatomia Patologica da FM-UFMG.

Ao Laboratdério de Patologia Molecular da FM-UFMG.

A plataforma de Sequenciamento PDTIS-CPgRR.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ..ottt sssnsnnnnnes Xl
IS I N T A = N S XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS .......oovviiiieeecteee e XVI
e U1 R XX
Y = S 3 ¥ 3 L XXI
L INTRODUGAO ...t anas 22
2 O0BIETIVOS ... 25
2.1 ODJEUIVO GIAI ...ttt 25
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS .....veviviieiieiiiie et 25

3 REVISAO DA LITERATURA ....ooiiiiiie ettt sttt eae s 26
3.1 Papilomavirus Humano e CaANcer Cervical..........ooviiiriiiiieiiiieeese e 26
3.1.1 Historia Natural da infecGao por HPV ... 30

3.2 Neoplasia intraepitelial CErVICAl ............coveiiiiiiic i 34
3.3 Atipias de significado indeterminado em células 5camosas ...........cccvververererereseennan, 38
3.4 Epidemiologia da infeccdo genital por HPV e neoplasia cervical no Brasil.................. 40
3.5 Prevencéo e diagnostico da neoplasia intraepitelial cervical..............cccooveviiiiiieinenen, 41
3.5.1 Teste de PapaniCOla0U ..........coueieiieriiiiiiii s 42
3.5.2 Citologia em meio lQUIAO .......cceieiiiieice s 44

3.6 Limitacdes/Desafios no diagnadstico do cancer cervical............ccoevvevieieeiiive e, 45
3.7 Biomarcadores da displasia epitelial cervical ... 46
3.8 ProteiNa RAPL GTPASE .....ccveveuieieieiesieste st eia e te et e e ste e teasaesaeaessesseseesreseesseeneans 50
3.9 EXpressdo de RAPL €M tUMOIES .......coviiieiieeieiic ettt sttt sre e 52
3.9.1 Proteina Rap1 como biomarcador do cancer cervical ...........ccccevevieieiieiicieennenn, 54

4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS .....cooiiiiiieceeeeeeeeee e 55
4.1 Estratégias de TrabalnNo ..........cccooiiiiiii i 55
4.2 ASPECEIOS BLICOS ....evievieiietie ettt ettt te et et e st e et e e e e s te e teeraeste et e e e e sreesreenre e 55
4.3 Critérios de SeleGio das PACIENTES ..........cccviiriiiiieieiee et 56
4.3.1 Critérios de inclusdo das pacientes N0 eStUdO ..........cceeeeveiieeriiciie i 57
4.3.2 Critérios de exclusdo das pacientes do eStUdO..........cceceeveiieeieciieciece e 57

4.4 Coleta e preservagdo das @mMOSIIAS .........ooeiiriirireeieienie ettt 57
4.5 MEt0doS MOITOIOGICOS.......eeiveeieiie ittt sre e ere e 58
4.5.1 CUIIVO CEIUIAT ... e e 58
4.5.2 Preparacdo do bloco de CElUIaS...........coccoiiiiiiiii e 59
4.5.3 ENsaios iMUNOCITOQUIMICOS.........ciuiiieiieeciecie sttt 62
4.5.4 Pardmetros citomorfol0gicos e imunoCitoqUIMICOS ..........cccveveierierereni s 63
4.5.4.1 Variabilidade iNterobServador ............coviiiiiiiiei e 64



4.6 MELOAOS MOIECUIAIES ...t e et e e e e e e e e eeees 64

4.6.1 EXTraG80 A8 DINA ... ..ot bbbt 64
4.6.2 Verificacdo da presenca de inibidores da PCR nas amostras cervicais e da
integridade do DNA eXIIaid0 .......cccoviiiiieiie e 65
4.6.3 Deteccdo do DNA do HPV pela nested-PCR ... 66
4.6.4 Genotipagem do HPV por sequenciamento automatiCo...........ccecevvereiieereesieennenn, 67
4.7 ANALISES ESTALISTICAS .. veviviiieeiieieieie ettt e e ne e 68
S RESULTADOS . ... e e e e e e e e e e e ean s 69
5.1 SElECAO UAS PACIENTES. ... ecuveiveeeeeiesieetesie st et e et et e be e e s e sreeee s e e sreeneesreenrs 69
5.2 Teste de PapaniCOIA0U .........cc.oiiiiiiiiiiieie e 70
5.3 Adequabilidade da amostra de bloco de CElUlas...........coevvereiiiiiiiciciccee e 72
5.4 Desempenho do método bloco de células para 0 diagndstiCo ..........cceevevviieeveerieennene, 73
5.5 Variabilidade interobservador no diagnostico dos blocos de células.............ccccvneneee. 80
5.6 Expressao das proteinas RAPL, p16™ ™ @ Ki-67...o...vvevvevecieeeneseeeeees s, 85
5.7 Verificacdo da presenca de inibidores da PCR nas amostras cervicais e da integridade
o [0 D\ =41 - Yo o TSP 98
5.8 Deteccdo e genotipagem do HPV ......c..o i 99
5.9 Relagdes entre a imunocitoquimica de RAPL e 0 DNA doO HPV .......c.coeevevvcvccinee. 102
B DISCUSSAD ....ocviiiieieiee ettt ettt ettt b et s e 104
7 CONCLUSOES ...ttt ettt ettt 110
B PER S PE CT IV AS .. 110
O ANEX O S ..o e 111
9.1 Termo de consentimento livre e esclarecido para coleta prospectiva de citologia em
MUINEIES AAUITAS ......eveeeiee ettt te e e nneeneeenee e 111
9.2 Projeto; CAAE — 27320814.4.0000.5149.......ccciiiiiieeeie et 115
TR BN 1 {0 o TS SRTROPRORRN 116
10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 128

Xl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16

Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Arvore filogenética dos tipos de Papilomavirus identificados.................... 27
Organizacdo do genoma do HPV.........coovvviiiiiiiiiiiiiie 28
Principais etapas do CiClo dO HPV............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieseeeveeeveee e 30
Estrutura do epitélio CErviCal...........cuviiiiiiiiiiiiii e 31

Nomenclatura citologica e histopatologica das lesdes precursoras e do

CaANCEr dO COIO O ULEIO....ccceiiiiiiiiiiiie ettt 35
Histologia e citologia da infec¢do por HPV e da NIC1/LIEBG................... 36
Histologia e citologia da mucosa ectocervical com NIC3/LIEAG.............. 37

Fluxograma de recomendacgfes de condutas para diagndsticos

citopatolégicos de ASC-US e ASC-H no Brasil..........ccccvveeeeiiiiiiiiiiieiee s 39
Expressdo aumentada de p16 no cancer cervical.........ccccvvvveeeveeevieereennen.. 48
Funcdes bioldgicas e regulagéo da proteina RAP1 GTPase.........ccccceeenn. 51
Estratégias de trabalno..............ueviiiiiiiiiiiiiieeieeeeeceeee e 55
Frasco para coleta de amostras cervicais para citologia em meio liquido.. 58
Preparacgéo do bloco de células (cell block) de amostras cervicais........... 60
Confeccéo de l[aminas das amostras CerviCaiS.........cooevvurmrmrrmrernrivmnennnennnns 61
Coagulo celular obtido para preparacédo de bloco de células..................... 62
Testes estatisticos utilizados Nesse eStudo.........ccueeeeriiiiiiiiiiiie e 69

Fluxograma de selecao/triagem de pacientes para inclusdo nos grupos

ASC e Controle desSSe €StUAO. .......ccceeeeiiiiiiiiiiiee e 70
Amostra de bloco de células classificada como satisfatoria....................... 73
Representagao dos principais parametros citopatolégicos avaliados nos

DIOCOS A€ CEIUIAS. .......eeeiiieeeee et 74
Representagao dos principais parametros citopatolégicos avaliados nos

DIOCOS A€ CAIUIAS. ......eeeeeieeeeeecee e e 75
Representagdo dos principais parametros citopatolégicos avaliados nos

DIOCOS dE CAIUIAS. .......eeeiieeeeee e e e 76
Representacao dos principais parametros citopatolégicos avaliados nos

DIOCOS A€ CEIUIAS. .......eeeeieeeeee e 77
Curva ROC dos resultados do exame dos blocos de células em relagéao

a0 teste de PapaniCOla0U. .........cc.uuuiiiiieee it 79
Andlise global da concordancia de todos os observadores versus o teste

de Papanicolaou, em relagéo ao grupo “ACB...........coccciiieeeeeeiiiiiieeeeenn 82

Andlise global da concordancia de todos os observadores versus o teste

Xl



Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30

Figura 31

Figura 32
Figura 33

Figura 34
Figura 35

Figura 36

Figura 37

de Papanicolaou, em relagéo ao grupo “ASC.........ccooviiiiieieeeeeiiiiieeeeenn
Imunocoloracdo de RAPL em células HelLa..............coooeei i,
Imunocoloracdo de pl6 em células HeLa..........ccocooveiiiiiiiiiiccccccins
Imunocoloracdo de Ki-67 em células HelLa............ccoooieieiiiiicciccciiinns
Expressédo de RAP1 nos blocos de células cervicais.................ccceeeeeen.
Expressédo de RAP1 nos blocos de células cervicais.................ccceeeeeenn.
Curva ROC da imunocitoquimica de RAP1 em relacéo ao teste de
PaPANICOIAOUL. ......ceeiiiiiiiiiie e
Expressao de p16 nos blocos celulares..............ccovvvieiiiiiiiiiie
Expressao de Ki-67 nos blocos de células cervicais..........ccccouvveeeriinnenenne
Verificagdo da presenca de inibidores da PCR através da amplificagéo
de B-globina humana pela PCR...........cooi oo
Verificacdo da presenca de DNA do HPV nas amostras cervicais............
Detecgédo de DNA do HPV em amostras cervicais pela nested-PCR........
Cromatograma parcial da sequéncia de DNA obtida do amplicon de
150pb, de uma amostra cervical, gerado pelo sequenciador automatico
capilar ABI 3130......ccoouiiiiiiieiiieeeee

84
86
87
88
90
91

93
95
97

98
99

100

Xl



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15
Tabela 16

Resultados do teste de Papanicolaou das pacientes do estudo................

Adequabilidade das amostras de blocos celulares..........ccccccceeiiinnrnnnnnnnns

Avaliacdo de parametros citopatoldgicos nas amostras de blocos de

Resultados do exame dos blocos de células e do teste de Papanicolaou

(0] 0o 1= ) IR

Andlise das concordancias do diagndstico dos blocos de células dos
observadores denominados 1, 2 e 3 versus o teste de Papanicolaou em

relacdo ao grupo “ACB ...

Andlise da concordancia do diagnéstico dos blocos de células entre os

observadores 1, 2 e 3 em relagdo ao grupo “ACB.......ouvvvievveeviievieeiieeneen.

Andlise da concordancia do diagnéstico dos blocos de células de todos
0s observadores versus o teste de Papanicolaou em relagéo ao grupo
2 L = S

Andlise das concordancias do diagnostico dos blocos de células dos
observadores 1, 2 e 3 versus o teste de Papanicolaou em relacdo ao
GIUPO AS . ———————
Andlise da concordancia do diagnéstico dos blocos de células entre os
observadores 1, 2 e 3 em relagdo ao grupo “ASC......eevvvveieveeiveeiieerieeeeenn.
Andlise da concordancia do diagnéstico dos blocos celulares de todos
0s observadores versus o teste de Papanicolaou em relacdo ao grupo
A S ettt e e e e e e e e e e e e e araeaeas
Parametros imuno-citoquimicos de RAP1 em blocos de células dos
grupos “ACB” € “ASC ...
Resultados da imunocitoquimica de RAP1 e do teste de

PaP@NICOIAOUL. .....ceiiiiiiiiiie it
Parametros imuno-citoquimicos de p16 em blocos de células dos grupos
“ACB” € “ASC ...ttt ae e
Parametros imuno-citoquimicos de Ki-67 em blocos celulares dos
grupos “ACB” € “ASC ...
Deteccdo do DNA de HPV nas amostras CerviCais...........cccoevvvervvnnvnnnnnnnns

Genotipagem de HPV detectado nas amostras cervicais..........................

71

72

78

79

80

81

81

83

83

84

89

92

93



Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Resultado da andlise de regresséo logistica entre a presenca do DNA

do HPV e a expressao imunocitoquimica de RAP1 no grupo “ACB”........ 102

Resultado da analise de regresséo logistica entre a presenca do DNA

do HPV e a expressao imunocitoquimica de RAP1 no grupo “ASC”........ 102
Associacao entre a presenca do DNA do HPV e a expressao
imunocitoquimicade RAPL............ i, 103

Testes estatisticos para verificacdo da associacao entre a presenca do

DNA do HPV e a expressdo imunocitoquimica de RAP1......................... 103

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

%

°C

UM
AgNO3
ASC
ASC-H

ASC-US

CBL
CCE
CDK

Cl
COLN
CPgRR
CROMA
DNA
DST
ElaE7
EGFR
FM-UFMG

FORMA

Simbolo de percentagem

Simbolo de menor que

Simbolo de maior que

Graus centigrados (Celsius)

Microlitros

Micromolar

Nitrato de Prata

Células escamosas atipicas

ASC néo podendo excluir LIEAG

Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (células
escamosas atipicas de significado indeterminado)
Citologia em meio liquido

Carcinoma de células escamosas

Ciclinas dependentes de quinases

Intervalo de confianca

Coloracao do nucleo

Centro de Pesquisas René Rachou

Distribuicdo da cromatina

Acido desoxirribonucleico

Doencas sexualmente transmissiveis

Proteinas néo estruturais da regido precoce (E)
Receptor do fator de crescimento epidérmico
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

Forma do nucleo

XVI



Xd
GAP
GDP

GEF

GTP

GTPase

HC-UFMG

HE

HPV

HR-HPV

HSIL

IARC

ICTV

INCA

KDa

Ki-67

LlelL2

LCR

LIEAG

LIEBG

Gramas

Forca centrifuga

GTPase activating protein (proteina ativadora de GTPase)
Guanosina difosfato

Guanine nucleotide exchange factor (fator de troca de nucleotideos
guanina)

Guanosina Trifosfato

Proteina ativadora da ligacdo do nucleotideo guanina

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
Hematoxilina e Eosina

Human papillomavirus (Papilomavirus humano)

HPV de alto risco para o cancer de colo de Utero

High grade squamous intraepithelial lesion (les&o intraepitelial
escamosa de alto grau)

International Agency for Research on Cancer (Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer)

International Committee on the Taxonomy of Viruses (Comité
Internacional de Taxonomia de Virus)

Instituto Nacional do Cancer

Kilo Daltons

Proteina nuclear Ki-67

Proteinas do capsideo da regido tardia (L)

Long Control Region (Longa Regido de Controle)

Lesao Intraepitelial de alto grau

Lesao Intraepitelial de baixo grau

XVII



LR-HPV HPV de baixo risco para o cancer de colo de utero
LSIL Low-grade squamous intraepithelial lesion (leséo intraepitelial

escamosa de baixo grau)

Mg Micrograma

ML Microlitro

UM Micromolar

M Molar

MCM2 Fator de replicacdo do DNA

MgClI2 Cloreto de Magnésio

MHC | Complexo Principal de Histocompatibilidade classe |
mL Mililitros

mM Milimolar

NaOH Hidroxido de sodio

Ng Nanogramas

NIC Neoplasia intraepitelial cervical

nm Nandmetro

OMS Organizacdo mundial de saude

OR Odds Ratio (razéo de possibilidades)

ORF Open Reading Frames (fase aberta de leitura)
pl6 Proteina do gene 16

Pb Pares de base

PCR Polymerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase)
PGDFR Fator-p de crescimento derivado de plagueta
pH Potencial hidrogenidnico

pmol Picomole

XVIII



pRb
PV
RAP1
RAS
RCN
RNA
Rpm
SFB
SISCOLO
SPA-1
STR
SUS
Taq
TBE
TCLE
TN
TOP2A

UFMG

USA

VLP
VPN
VPP

WHO

Proteina Retinoblastoma

Papilomavirus

Proteina 1 associada a Ras

Proteina RAS

Relac&o nucleo-citoplasma

Acido Ribonucléico

Rotacdes por minuto

Soro Fetal Bovino

Sistema de Informacdes do Cancer do Colo Uterino
Proteina associada a proliferacao 1

Tampao

Sistema Unico de Saude

Tag DNA polimerase

Tris-Borato-EDTA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tamanho do nucleo

DNA topoisomerase 2-alfa

Universidade Federal de Minas Gerais

Unidade

United States of America (Estados Unidos da América)
Volts

Viral like particle (particulas semelhantes a virus)
Valor preditivo negativo

Valor preditivo positivo

World Heath Organization (Organizacdo Mundial de Saude)

XIX



RESUMO

O diagnostico precoce acurado do céncer cervical, relevante problema de saude
publica no mundo e no Brasil, pela citologia oncoética (Teste de Papanicolaou), é
muito prejudicado pela subjetividade e variabilidade dos resultados falsos negativos
e falsos positivos do método, particularmente diante de células escamosas atipicas
(ASC). Recentes inovacbes técnicas, como citologia em meio liquido e
imunocitoquimica com biomarcadores de proliferacdo celular, aumentaram a
expectativa de melhorias no rastreamento do cancer cervical. No entanto, a
aplicabilidade destas inovacbes nos estagios mais iniciais de atipia e displasias
epiteliais permanecem incertas. Assim, considerando resultado prévio do nosso
grupo de pesquisa, que identificou a proteina RAP1 como biomarcador diagnoéstico
da displasia cervical, este trabalho tem como objetivo caracterizar a expressédo da
proteina RAP1, comparativamente a expressao dos biomarcadores p16 e Ki-67, por
imunocitoquimica, em blocos de células escamosas cervicais para possivel
aplicabilidade na triagem do cancer do colo do utero. Para tal, 34 amostras, 27
pacientes com diagnostico de alteracdes celulares benignas (ACB) e 7 pacientes
com diagnodstico de ASC foram coletadas na unidade Jenny Faria do Hospital das
Clinicas da UFMG. Os resultados indicaram que 85% das amostras de blocos
celulares foram satisfatorias para andlise morfolégica e a técnica reproduziu os
principais parametros citopatologicos da citologia convencional. Em relacdo a sua
utilizacao para diagndstico, o bloco de células apresentou sensibilidade de 38,46%,
especificidade de 90,47% e uma variabilidade interobervador com taxa de
concordancia de aproximadamente 30% para os grupos ACB e ASC. A expressao
da proteina RAP1 foi positiva na maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou
55,56%) e resultado negativo na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou
57,14%) com sensibilidade de 16,66%, especificidade de 75, %. As reacdes
imunocitoquimicas das proteinas p16 e Ki-67 demonstraram, em ambos 0S grupos,
apresentaram predominio absoluto ou totalidade de resultados negativos. O DNA de
HPV foi detectado em 9 (33,33%) das 27 amostras do grupo ACB e em 4 (57,14%)
das 7 amostras do grupo ASC. O HPV-16 foi detectado nas 4 amostras do grupo
ASC. Nas amostras do grupo ACB foram detectados os HPV-16, em 5 amostras,
HPV-58, em 2 amostras, HPV-45, em 1 amostra e HPV-66 em 1 amostra.
Observamos inexisténcia de relacdo entre a presenca do HPV e a expressdo
imunocitoquimica de RAP1 em ambos os grupos. Em conclusédo, os blocos de
células podem complementar o teste de Papanicolaou na triagem do cancer do colo
uterino e a expressao da proteina RAP1 esta aumentada em células cervicais em
ambiente inflamatério, associado ou ndo a presenca de HPV.
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ABSTRACT

The accurate early diagnosis of cervical cancer, relevant public health problem
worldwide and in Brazil by cytology (Pap test), is hampered by its subjectivity and
variability of false positive and false negative results, particularly on atypical
squamous cell (ASC). Recent technical innovations, such as based liquid cytology
and immunocytochemistry for with cell proliferation biomarkers, increased the
expectation cervical cancer screening. However, the applicability of these innovations
in early stages of epithelial dysplasia and atypia remains uncertain. Considering
previous findings of our research group, which identified the RAP1 protein as a
biomarker diagnosis of cervical dysplasia, this study aims to characterize the
expression of RAP1 (compared to the expression of pl6 and Ki-67 biomarkers) by
immunocytochemistry in cell blocks of cervical squamous cells, for possible
applicability in screening for cervical cancer. For this purpose, 27 patients with
benign cellular changes (ACB) and 7 patients with ASC diagnosis were collected in
Hospital das Clinicas from UFMG. The results indicated that 85% of the samples of
cell blocks were satisfactory for morphological analysis and also that the cytological
technique reproduces the main parameters of the conventional cytology. Regarding
its use for diagnosis, the cell block had a sensitivity of 38.46%, specificity of 90.47%
and an interobserver variability with concordance rate of approximately 30% for the
ACB and ASC groups. The RAP1 expression was positive in most of the samples of
the group "ACB" (15/27 or 55.56%) and most negative in the sample group "ASC"
(4/7 or 57.14%) with a sensitivity of 16.66% and specificity of 75%. The
immunocytochemical reactions for p16 and Ki-67 showed predominance of negative
or all negative staining in both groups. HPV DNA was detected in 9 (33.33%) of the
27 samples of the ACB group and in 4 (57.14%) of 7 ASC group samples. HPV-16
was detected in 4 samples ASC group. Samples from the group ACB HPV-16 were
detected in 5 samples, HPV-58 in 2 samples, HPV-45, HPV-1 sample, and 66 in one
sample. We observed no relationship between the presence of HPV and
immunostaining of RAP1 in both groups. In conclusion, cell blocks can be a ancillary
tool to the Pap test for cervical cancer in screening and the expression of the RAP1
protein is increased in cervical cells in an inflammatory environment, with or without
the presence of HPV.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do atero ou cervical mantém-se como um importante
problema de saude publica em mulheres no mundo e no Brasil, apesar da
ampla disponibilidade de métodos para o rastreamento da sua principal leséo
precursora, a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou do seu principal fator
etiologico, o HPV. Em 2014, no Brasil, foram registrados cerca de 15.590 casos
novos de cancer do colo do utero, uma estimativa de 15,33 casos a cada 100
mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do
colo do Utero € o mais incidente na regiao Norte (23,57/ 100 mil). Nas regides
Centro-Oeste (22,19/ 100 mil) e Nordeste (18,79/ 100 mil), € o segundo mais
frequente. Na regido Sudeste (10,15/100 mil), o quarto e, na regido Sul (15,87
/200 mil), o quinto mais frequente (INCA, 2014).

No Brasil, a estratégia recomendada pelo Ministério da Saude para o
rastreamento do cancer do colo uterino € o subjetivo teste citopatologico de
Papanicolaou, em mulheres de 25 a 64 anos. Desde a introducao deste exame
houve uma significativa queda na incidéncia e na mortalidade por cancer do
colo do utero (INCA, 2014). Contudo, o desempenho do teste de Papanicolaou
€ prejudicado por elevada variabilidade inter e intraobservador e altas taxas de
resultados falsos negativos (20-30%) e falsos positivos (50-70%) [Schiffman et
al., 2011].

A recente disponibilidade de testes moleculares para detectar a
presenca do DNA do HPV em amostras cervicais, conhecidos como testes
DNA-HPV, aumentou a expectativa de melhorias no rastreamento do cancer
cervical. Alguns desses meétodos, incluindo a captura hibrida e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para HPV, comprovaram, apds estudos de
validagdo clinica, a melhoria da acuracia para o diagnostico da lesao
precursora tardia do cancer cervical ou lesao intraepitelial cervical de alto grau
(LIEAG) [Roelens et al., 2012].

No entanto, a aplicabilidade dos testes moleculares na triagem de ASC-
US e ASC-H permanecem incertas, com limitacdes para distinguir as infeccdes
transitérias pelo HPV e da infeccéo persistente e, além disso, a PCR apresenta
variabilidade de 35 a 90% (Caetano et al.,, 2006; Schiffman et al., 2011,
Roelens et al., 2012).
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Pesquisas focadas na identificacdo e desenvolvimento de
biomarcadores para as lesdes precursoras do cancer do colo do u(tero
revelaram, dentre outros, a proteina supressora de tumor pl6 e a proteina
marcadora da proliferacdo celular Ki-67, como promissores biomarcadores
celulares relacionados a acdo das oncoproteinas virais precoces E6 e E7. A
utilizacdo de métodos imunoenziméticos para a avaliacdo da expressao de pl16
e Ki-67 tem se mostrado muito valiosa na reducdo da variabilidade
interobservador no diagnodstico das lesbes precursoras do cancer cervical,
particularmente no diagnéstico de LIEAG (Roelens et al., 2012). Entretanto, o
desempenho de pl6 e Ki-67 no diagnostico de ASC-US, ASC-H ou lesao
intraepitelial de baixo grau (LIEBG) permanece insuficiente (Kisser &
Zechmeister-Koss, 2014). Assim, a busca por biomarcadores celulares
associados a desregulacdo de vias moleculares sensiveis a acdo de outras
oncoproteinas virais precoces, como E2, torna-se essencial.

Neste cenério, a proteina RAP1, uma pequena GTPase da superfamilia
RAS, desponta como candidata a biomarcador das lesGes escamosas iniciais,
associadas a infeccdo por HPV. RAP1 GTPase (RAP1) funciona como
transdutor bioquimico que regula o crescimento, diferenciacdo, sobrevida e
adesdo das células eucariotas e participa da transformacdo das células
epiteliais infectadas pelo HPV, indiretamente, pela disfuncéo da proteina celular
SPA-1 decorrente da oncoproteina viral E2 e pela degradacdo da proteina
E6TP1 decorrente da oncoproteina viral E6 (Singh et al., 2003; Chakrabarti et
al., 2004; Farina et al., 2004).

Nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou a proteina celular
RAP1 como um biomarcador da neoplasia cervical, com potencial utilizacdo no
auxilio ao diagnostico deste céancer (Pascoal-Xavier, 2008; 2011; Pascoal-
Xavier et al., 2015 [em anexo]). Entretanto, a expressdo de RAP1 nunca foi
caracterizada em amostras cervicais de citologia em meio liquido.

Assim, diante deste cenario, 0 presente trabalho visa caracterizar a
expressdo da proteina RAPL1, comparativamente a expressao dos
biomarcadores pl16 e Ki-67, em amostras cervicais classificadas como ASC,
provenientes de citologia em meio liquido (CBL), processadas pela técnica de
bloco de células (cell block), para possivel aplicabilidade na triagem do cancer

do colo do utero.
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Portanto, considerando-se a ineficiéncia dos biomarcadores ja descritos
na acuracia diagnostica de ASC, ASC-H e LIEBG, que tem impacto direto no
tratamento e acompanhamento clinicos das pacientes, este estudo, ao
caracterizar a proteina RAP1 nas células epiteliais atipicas ou displasicas,
provenientes de CBL, verificara a hipétese da imunocitoquimica de RAP1 como

um bom teste de triagem para mulheres com ASC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o padréo de expressao imunocitoquimico da proteina RAP1
em blocos de células escamosas provenientes de citologia cervical em meio

liquido.

2.2 Objetivos Especificos

1 — Descrever e avaliar o método bloco de células em relagdo ao

diagnéstico de ASC feito pelo exame citopatolégico convencional;

2 — Analisar a concordancia interobservadores em relacdo ao

diagnostico de ASC do exame dos blocos células;

3 — Comparar o padrdo imunocitoquimico de expressdo da proteina
RAP1 em amostras cervicais processadas em blocos celulares ao padréo das
proteinas p16 e Ki-67;

4 — Detectar e genotipar o DNA do HPV em amostras cervicais pela
reacdo em cadeia da polimerase e sequenciamento automaético,

respectivamente;
5 — Investigar a possivel correlagdo entre a presenca do HPV com o

padrao de expressdo da proteina RAP1 em amostras cervicais processadas

em blocos celulares.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Papilomavirus Humano e Cancer Cervical

O cancer cervical é o quarto tipo de cancer mais prevalente entre a
populacdo feminina mundial, matando mais de 288 mil mulheres por ano no
mundo. Cerca de 90% dos casos e, aproximadamente, 9 em cada 10 mortes,
ocorrem em paises de baixa ou média renda, sendo as maiores taxas de
incidéncia observadas na Asia Central e do Sul, Africa Subsaariana, América
Latina e Melanésia (IARC-WHO, 2015). Para o desenvolvimento do cancer
cervical e de sua lesdo precursora imediata, a neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) grau 3 (NIC3), é necesséaria uma infeccdo cervical persistente pelo
Papilomavirus Humano ou Human Papillomavirus (HPV). Vérios estudos
epidemioldgicos demonstraram a presenca do HPV em quase 100% dos casos
de cancer cervical (zur Hausen, 1996; Walboomers, 1999; Castellsagué et al.,
2008). Vale ressaltar que cerca de 15% dos canceres humanos sdo causados
por virus sendo que a metade é atribuida a infec¢do pelo HPV (Parkin et al.,
2006).

Os papilomavirus (PV) pertencem a um grupo de virus encontrados em
mais de 20 espécies de mamiferos, além de aves e répteis, sendo o HPV o
mais estudado (Doorbar et al., 2005). Historicamente, a associacdo entre o
HPV e o céancer genital iniciou-se na década de 70. Entre 1974 e 1976,
pesquisadores divulgaram os primeiros estudos sobre o papel do HPV no
desenvolvimento do cancer cervical. Em 1976, Meisels e Fortin publicaram dois
trabalhos descrevendo que o aparecimento de coilocitos em esfregacos
cervicais indicava a infeccdo pelo HPV. Os primeiros tipos de HPV foram
identificados diretamente de bidpsias de cancer cervical entre 1983 e 1984 (zur
Hausen, 2002).

De acordo com o International Committee on the Taxonomy of Viruses
(ICTV), o HPV é membro da familia Papillomaviridae, e compreendem os
géneros Alpha, Beta, Gama, Delta, entre outros. O género Alpha-papillomavirus

€ clinicamente mais importante, pois compreende 0s virus associados as
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lesGes da mucosa anogenital (Figura 1) [de Villiers et al., 2004; Bernard et al.,
2005; Doorbar et al., 2005].
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Figura 1 - Arvore filogenética dos tipos de Papilomavirus identificados.
Fonte: de Villiers et al., 2004

Os HPV sao pequenos virus ndo envelopados com diametro de 52 a 55
nm, possuem genoma de DNA de fita dupla circular com aproximadamente
8000 pares de bases (epissomal) e que infectam o epitélio estratificado
escamoso e cutaneo (zur Hausen, 2009). Mais de 100 tipos diferentes de HPV
ja foram identificados e, aproximadamente um terco deles infectam
especificamente as células epiteliais do trato genital. Os outros dois tercos
restantes infectam células epiteliais em outros tecidos incluindo o epitélio
cutaneo (Bernard et al., 2005).

O genoma dos HPV apresentam trés regifes principais: a regido precoce
que codifica as proteinas nao estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (E do inglés
Early) envolvidas na replicacdo viral e transformacao celular; a regido tardia
que codifica as proteinas do capsideo L1 e L2 (do inglés Late) e a regido
controladora n&o codificadora LCR (do inglés Long Control Region) que contém
uma variedade de elementos cis reguladores da replicagéo viral e da expressao
génica (Figura 2). O genoma possui 8 fases abertas de leitura ou open reading
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frames (ORF) ou provenientes de RNA mensageiros policistronicos transcritos
a partir de uma unica fita de DNA (Burd, 2003; Longworth & Laimins, 2004,
Munger et al., 2004; Scheurer et al., 2005; Mundz et al., 2006; Villa, 2006;
Doorbar et al., 2007).

E2 E2 E1 SP1E2 E2 TATA P97

8 93 #2 #1 '134
f
f
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\

Figura 2 - Organizagdo do genoma do HPV. O genoma do HPV consiste em cerca
de 8000 pb de DNA fita dupla circular. A origem de replicagdo e véarios elementos reguladores
da transcricdo encontram-se na regido controladora ndo codificadora (LCR). O promotor
precoce do virus (P97), o promotor tardio dependente de diferenciacao (P670), e os dois sinais
de poliadenilacdo (PAE e PAL) definem os trés grupos principais de genes virais que séo
coordenadamente regulados durante a diferenciacdo da célula hospedeira. Os genes E6 e E7
mantém a capacidade de replicacdo. E1, E2, E4 e E5 estdo envolvidas na replicacdo do DNA
do virus, no controle da transcricdo e de outras funcdes tardias. L1 e L2 s&o as proteinas do
capsideo. A LCR é ampliada para permitir a visualizagdo dos locais de ligacdo de E2 e o
elemento TATA do promotor p97. A localizagdo do E1 e locais de ligagdo SP1 também sé&o
mostradas. Fonte: Doorbar et al., 2007

A proteina E1, de cerca de 68 KDa, é expressa em baixos niveis nas
células infectadas pelo HPV. E1 age na origem de reconhecimento e exibe
tanto atividade de ATPase quanto de helicase, separando as fitas do DNA viral.
Ja a proteina E2, de aproximadamente 50 KDa, é multifuncional, pois participa
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da replicacdo do DNA viral, expressdo génica e segregacdo do genoma. Na
forma de dimero, funciona como ativador ou repressor da transcricdo viral,
dependendo da sua concentracao nuclear (Figura 3) [Moody & Laimins, 2010].

As proteinas precoces virais E6 e E7 expressas nas células basais
mantém a progressdao do ciclo celular e retardam a diferenciacdo terminal
epitelial. A proteina E6 interage com a proteina p53 que regula o ciclo celular e
a E7 com a proteina retinoblastoma (pRb). Estas interacdes sdo fundamentais
para o processo de replicacao viral, pois induzem a proliferacéo celular, assim
como a eventual imortalizacdo e a transformacdo maligna das células (Moody
& Laimins, 2010). A presenca de E6 e E7 promove a caracteristica retencao do
ndcleo celular em todas as camadas do epitélio infectado (Figura 3) [Doorbar et
al., 2006; Bodily & Laimins, 2011].

A replicacdo do genoma viral inicia-se nha camada epitelial proliferativa
basal e suprabasal, progride no estrato espinhoso e requer a expressao das
proteinas precoces virais E4 e E5. A proteina E4 se associa com ceratinas do
citoesqueleto das células epiteliais e induz o colapso da rede de ceratinas. Isto
sugere a participacdo de E4 na liberacdo da particula viral. A proteina E5
estimula a multiplicacao celular através de interacdes feitas com os receptores
do fator de crescimento epitelial (EGFR), do fator-p de crescimento derivado de
plagueta (PGDFR) e do fator estimulante de formacdo de colbnia, e também
bloqueia a expressdo de moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade classe | (MHC I) na membrana plasmatica (Figura 3) [zur
Hausen, 2002; Leykauf et al., 2004; Rosseti, Silva, Rodrigues, 2006].

O HPV codifica duas proteinas estruturais, L1 e L2, que sdo expressas
nas camadas superiores do tecido infectado, uma vez que a amplificacdo do
genoma viral tenha sido completada. L1 e L2 sdo responsaveis pela montagem
do capsdbmero e sintese da particula viral, nas camadas superiores do epitélio
escamoso (Doorbar et al., 2006; Mundz et al., 2006). Posteriormente, as
células epiteliais repletas de particulas virais no citoplasma sdo descamadas

para a superficie (Figura 3) [Frazer, 2004].
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Figura 3 - Principais etapas do ciclo do HPV. Ciclo celular do HPV demonstrando a
arquitetura das células escamosas do epitélio cervical e a expressdo das proteinas nao
estruturais do papilomavirus humano (HPV) apés a infeccdo. As células filhas dividem-se ao
longo da camada basal e seu processo de maturacéo é acompanhado da migracdo em direcdo
a superficie. Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, h4 a sintese das proteinas de
replicacdo, montagem e empacotamento do virus. As particulas virais acumulam-se no
citoplasma das células, assim, estas células, repletas de particulas virais, descamadas para a
superficie. Fonte: Adaptado de Frazer, 2004.

3.1.1 Historia Natural da infec¢cdo por HPV

A infeccdo por HPV requer o acesso da particula infecciosa as células

da camada basal epitelial, através de perda da integridade do epitélio. No caso

de infeccdo cervical, o processo pode ser facilitado pelo acometimento de
células colunares da juncao epitelial escamo-colunar que podem,
subsequentemente, formar a camada basal do epitélio estratificado metaplasico
da zona de transformacado (Figura 4). H& controvérsia quanto a natureza do
receptor da superficie celular que permite a ligacdo inicial do virus a célula, a
maioria dos estudos sugere uma dependéncia da presenca de sulfato de
heparina (Giroglou et al., 2001; Longworth & Laimins, 2004; Doorbar et al.,
2006; Kanodia et al., 2007). Ap6s penetracdo e desnudamento do virus, o

genoma do HPV é mantido como epissomo no nucleo das células basais, com
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um baixo numero de copias, aproximadamente 50 a 100 coépias por célula
(Doorbar et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Bodily & Laimins, 2011).
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Figura 4 - Estrutura do epitélio cervical. (a) A localizagdo do epitélio endocervical e
ectocervical. (b) Esquema do epitélio estratificado ectocervical, do epitélio colunar endocervical,
e da zona de transformacéo (ZT). Infec¢bes por HPV e as suas lesbes benignas e malignas,
preferencialmente, desenvolvem-se na ZT. A infeccao inicia através microlesfes que expdem a
membrana basal. Fonte: Bodily & Laimins, 2011.

No epitélio ndo infectado, células basais param de se multiplicar, migram
para a camada de células suprabasais e iniciando o processo de diferenciacao
terminal. Quando se dividem, as células infectadas pelo HPV distribuem o DNA
epissomal entre as duas células filhas, assim, enquanto o processo de
diferenciacdo e maturacéo € iniciado por uma delas, a outra célula serve como
um reservatorio do DNA viral permanecendo indiferenciada na camada basal
(Doorbar et al., 2005; Scheurer et al., 2005, McBride et al., 2006; Oliveira et al.,
2006).

Os tipos de HPV encontrados preferencialmente em canceres cervicais e
anogenitais sao designados como HPV de alto risco (HR-HPV), enquanto
agueles encontrados em verrugas genitais e lesdes benignas sdo denominados
HPV de baixo risco (LR-HPV). Os LR-HPV mais comuns sdo o HPV-6 e o HPV-
11, enquanto que os HR-HPV mais prevalentes séo os HPV-16, -18, -31 e -45.
Considerado o tipo mais carcinogénico, o HPV-16 é responsavel por 55% a
60% dos casos de cancer cervical, sendo o HPV-18 responsavel por 10% a
15% dos casos. Os demais tipos de HR-HPV (HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-
39, HPV-45, HPV-52, HPV-58, HPV-59, HPV-68 e HPV-67) causam o0s 25% a
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30% dos casos remanescentes (Walboomers et al., 1999; Munoz et al., 2003;
de Sanjose, 2010). Os varios tipos de HPV possuem uma organizacao genética
comum e as diferencas entre HPV de alto e baixo risco séo devido a diferenca
de aminoacidos em fatores comuns, e também a maior afinidade das
oncoproteinas E6 e E7 dos HR-HPV com proteinas que regulam o ciclo celular
(Lee et al., 1998; Sanclemente & Gill, 2002; Lie & Kristensen, 2008; Conesa-
Zamora, 2013).

As principais etapas para o desenvolvimento do cancer cervical incluem
infeccdo da cérvix uterina, por um ou mais tipos oncogénicos do HPV,
persisténcia viral, progressao para lesfes pré-neoplasicas e carcinoma in situ
ou invasor. No entanto, pode ocorrer uma reversao destas etapas, com
eliminacdo da infeccdo pelo HPV e regressdo das lesdes pré-neoplasicas
(Schiffman et al., 2007; Steben & Franco, 2007).

Aproximadamente 90% das infec¢ces pelo HPV sdo transitorias,
tornando-se indetectaveis entre um a dois anos (Plummer et al., 2007,
Rodriguez et al., 2008). Presumivelmente tais infecgbes séo controladas pelo
sistema imune mediado por células ou permanecem em um estado de laténcia,
caracterizado por uma expressao restrita das proteinas precoces virais E1 e
E2. Se ha falha imunoldgica no controle do virus, uma infeccao persistente,
com altos niveis de replicacdo do HPV, é estabelecida (Ferenczy & Franco,
2002; Schiffman et al., 2003; Bodily & Laimins, 2011).

As mulheres que possuem uma infecgdo persistente estdo em risco
significativo de desenvolver lesdes pré-cancerosas. A persisténcia pode ser
definida como a deteccdo do mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes por um
periodo de tempo. Nao existe consenso deste tempo de deteccdo, e sim uma
tendéncia de se considerar 18 meses, de acordo com o curso natural da
infeccdo genital por HR-HPV. Na auséncia de regressdo, as lesdes
intraepiteliais podem persistir e, podem em alguns casos, progredir para cancer
cervical invasor.

A persisténcia do HPV na mucosa cervical é crucial para o
desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e do cancer cervical
invasor (CCE) [Schiffman et al., 2003; Doorbar et al., 2006]. As lesdes cervicais
de baixo grau (NIC 1) relembram infec¢gbes produtivas causadas por HPV,

enguanto as lesdes de alto grau (NIC 2 e NIC 3) tém uma fase proliferativa com
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ruptura do gene da proteina E2 causada pela integracdo do DNA do virus no
genoma celular (Middleton et al., 2003; Thomison Il et al., 2009). A integracéo
do genoma viral preserva regides que codificam as oncoproteinas E6 e E7.
Visto que E2 regula negativamente a expressdo de E6 e E7, sua perda
causada pela integracdo do genoma viral resulta na expressao descontrolada
de E6 e E7. Assim, 0s eventos mais importantes na progressao da lesao
produtiva para uma neoplasia de alto grau sao resultado da desregulagéo na
expressado das proteinas E6 e E7, que leva ao aumento da proliferacéo celular
nas camadas inferiores do epitélio e a inabilidade para reparar corretamente o
DNA celular (Doeberitz, 2002). A progressdo de NIC 3 para cancer cervical
invasor usualmente ocorre nas lesées que contém coépias multiplas do genoma
viral integrado ao genoma celular, com consequente expressao elevada de E7
e instabilidade gendémica celular (zur Hauser, 2002; Doorbar et al., 2005).

A persisténcia por um ano (Castle et al., 2009) e dois anos (Kjaer et al.,
2010) especialmente com o HPV-16, pode predizer um diagndstico de NIC 3 ou
diagnésticos mais severos nos anos subsequentes. Por exemplo, pacientes
infectadas com HPV-16 por 1 a 2 anos apresentam um risco de 20 a 30% de
desenvolver NIC 3 nos proximos 5 anos. Vale ressaltar que a lesdo NIC 3 ndo
tratada tem 30% de probabilidade de se tornar cancer invasor, ao passo que,
lesGes de NIC 3 tratadas apresentam apenas 1% de chance de se tornarem
invasivas (McCredie et al., 2008).

De acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC),
h& a necessidade da presenca adicional de alguns fatores de risco ou cofatores
gue aumentam o risco de progressao das lesdes em direcdo ao cancer cervical
(IARC-WHO, 2015). Os cofatores que predispbem ou potencializam o
surgimento e manutencéo da infeccédo por HPV e/ou do cancer do colo uterino
séo:

(i) o baixo nivel socioeconémico, provavelmente capaz de determinar
niveis inferiores de educacdo sexual e condicbes de maior promiscuidade
(IARC-WHO, 2015; INCA, 2014);

(if) o inicio precoce da atividade sexual, a presenca de outras doencgas
sexualmente transmissiveis (DST), a multiplicidade de parceiros e a
multiparidade, provavelmente devido a maior chance de exposicdo, nesses
grupos, ao HPV. Além disto, no caso da multiparidade a correlagdo também se
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faz, devido a influéncia hormonal e aspectos imunologicos do periodo além dos
traumatismos relativos ao trabalho de parto (Baseman & Koutsky, 2005;
Castellsagué, Bosh, Mufioz, 2002; IARC-WHO, 2015; INCA, 2014);

(iif) o uso do tabaco com a infeccao persistente por HPV de alto risco e
com a presenca de NIC de maior grau. Acredita-se que o tabaco estimule a
carcinogénese e diminua a resposta do hospedeiro a infec¢do viral
(Castellsagué, Bosh, Mufioz, 2002; IARC-WHO, 2015; INCA, 2014);

(iv) o uso de anovulatérios, pois foi sugerido que estas drogas estimulam
a integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro e também a producao
de proteinas virais oncogénicas (Castellsagué, Bosh, Mufioz, 2002; IARC-
WHO, 2015; INCA, 2014).

3.2 Neoplasia intraepitelial cervical

O tipo histolégico mais comum do cancer do colo do Utero € o carcinoma
de células escamosas (CCE), representando cerca de 90% dos casos. O CCE
€ precedido por uma longa fase de doenca pré-invasiva, denominada neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). O conceito de NIC foi empregado, em 1973 por
Richard, para se referir a um espectro de alteracfes citoldgicas e arquiteturais
intraepiteliais que se iniciariam com a displasia leve e culminariam com o
carcinoma invasor (Crum et al, 2005). Esta classificacdo tem grande
importancia historica e préatica porque representa o principal modelo teérico de
identificacdo morfolégica de lesdes precursoras de cancer cervical (Mount et
al., 2003). A classificacdo de Richards determina a existéncia de trés graus de
lesBes precursoras: (i) NIC 1, equivalente a displasia leve e com disturbios
celulares comprometendo o terco inferior do epitélio; (i) NIC 2, equivalente a
displasia moderada e com disturbios celulares comprometendo os dois tercos
inferiores do epitélio e; (i) NIC 3, correspondendo a displasia acentuada,
severa ou carcinoma in situ e com distarbios celulares comprometendo toda a
espessura do epitélio (Mount et al., 2003).

Ao final de 1980, para aproximar a classificacdo morfolégica com a
propria histéria natural destas lesdes intraepiteliais cervicais associadas a
infeccdo por HPV, o sistema Bethesda de classificagcdo das lesdes cervicais
pré-invasivas foi introduzido, sendo o mesmo publicado em 1991 e revisado em
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2001. Tal sistema divide as lesdes cervicais em dois grupos funcionais. A
classificacdo Bethesda utiliza o termo genérico lesdo intraepitelial escamosa
(LIE) (do inglés Squamous Intraepithelial Lesions ou SIL) de baixo grau
(LIEBG), do inglés Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions ou LSIL, ou de
alto grau (LIEAG), do inglés High-grade Squamous Intraepithelial Lesions ou
HSIL. As lesdes LIEBG ou LSIL correspondem a NIC 1 e as LIEAG ou HSIL
correspondem as NIC 2 e NIC 3. Desta forma, a interpretacdo das lesdes
epiteliais precursoras do cancer cervical permite a correlacgdo com a sua
patogénese, ou seja, a observacdo das caracteristicas morfolégicas de uma
infeccdo produtiva por HPV na LIEBG ou NIC 1 e as caracteristicas marcantes
das atipias celulares e arquiteturais da LIEAG ou NIC 2/NIC 3 (Crum, 2003;
Mount et al., 2003; Schneider, 2003; Crothers, 2005; Claeys et al., 2006).

No Brasil, as nomenclaturas dos exames citopatoldgicos e
histopatoldégicos seguem, respectivamente, a classificacdo histolégica de
Richart, de 1967, e citolégica do Sistema Bethesda, de 2001, como mostrado
na Figura 5 (Diretrizes para o rastreamento do cancer do colo do Utero/INCA,

2011).

Classificacao Classificacao Classificacao Classificacao
citolégica de histolégica da histolégica de Citolégica
Papanicolaou OMS Richart Brasileira
Classe | - - -
Alteracoes
Classe I - - _
benignas
- - - ASC
Displasia leve NIC 1 LIEBG
Displasias
Classe Il
moderada e LIEAG
NIC 2/3
acentuada
Classe IV Carcinoma in situ NIC 3 LIEAG
Carcinoma Carcinoma Carcinoma
Classe V _ _ _
invasor invasor invasor
Figura 5 - Nomenclatura citoléogica e histopatologica das lesbes

precursoras e do cancer do colo do Utero. Fonte: Modificado das Diretrizes para o
rastreamento do cancer do colo do Utero/INCA, 2011.
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Tal correspondéncia citolégica e histologica € caracterizada por
alteracdes celulares e arquiteturais intraepiteliais observadas nas trés classes
de lesbes precursoras do cancer do colo do utero: LIEBG ou NIC 1, equivalem
a atipia ou displasia leve e com disturbios celulares comprometendo o terco
inferior do epitélio; ja a LIEAG ou NIC 2/3, equivalem a atipia ou displasia
moderada/acentuada e com distUrbios celulares comprometendo os dois tergos
inferiores/toda a espessura do epitélio do epitélio como ilustrado nas Figuras 6
e 7 (Mount et al., 2003; Crum et al., 2005).

Figura 6 - Histologia e citologia da infeccao por HPV e da NIC1/LIEBG. Ae
B - Caracteristica histopatolégica e citopatolégica da infeccdo produtiva por HPV,
representadas por coilécitos nas camadas superficiais do epitélio e nas células superficiais e
intermediarias esfoliadas. Os coilécitos apresentam cariomegalia, hipercromasia nuclear,
irregularidade do contorno da carioteca e halo claro citoplasmatico perinuclear com reforco
periférico. Presenca também de células inflamatérias. C — NIC 1. Atipias das células basais
epiteliais restritas ao terco inferior epitelial e representadas por cariomegalia, cromatina
heterogénea e figura atipica de mitose. Observam-se linfdcitos intraepiteliais. D — LIEBG:
Agrupamento de células intermediérias com cariomegalia, cromatina heterogénea, nucléolos
inconspicuos e aumento da relagédo nucleo/citoplasma. A e C: HE com aumento de 400X; B e
D: Papanicolaou com aumento de 400X. Fonte: Pascoal-Xavier, 2011.
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Figura 7 - Histologia e citologia da mucosa ectocervical com NIC3/LIEAG.
A - Epitélio escamoso com atipias das células basais comprometendo dois tergos da espessura
total e diferenciagdo escamosa restrita ao terco superficial do epitélio. As células basais
atipicas caracterizam-se por cariomegalia, hipercromasia nuclear, cromatina heterogénea. B -
Agrupamento de células basais atipicas com grande aumento da relacdo ndcleo/citoplasma,
hipercromasia nuclear e contornos irregulares da carioteca. C — NIC 3: Proliferacédo de células
atipicas comprometendo toda a espessura do epitélio, sem evidéncia de diferenciacédo e
maturacdo escamosa. D — LIEAG: Células com maturacdo anormal, disceratéticas, com
hipercromasia nuclear e cromatina grosseira, em meio a exsudato inflamatério neutrofilico. A e
C: HE com aumento de 400X; B e D: Papanicolaou com aumento de 400X. Fonte: Pascoal-
Xavier, 2011.
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3.3 Atipias de significado indeterminado em células escamosas

Com o objetivo de reduzir a variabilidade do diagndstico diferencial entre
alteracdes celulares benignas e alteragdes celulares verdadeiramente atipicas,
o sistema Bethesda de classificacdo citopatoldgica introduziu a classe atipias
de significado indeterminado em células escamosas — ASC (sigla inglesa para
Atypical Squamous Cells). A classe ASC é definida como alteragdes celulares
insuficientes para o diagnostico de lesao intraepitelial, e € subdividida em
células escamosas atipicas de significado indeterminado ou ASC-US (sigla
inglesa para Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance), e em
células escamosas atipicas ndo podendo se excluir lesdo de alto grau ou ASC-
H (sigla inglesa para atypical squamous cells sendo o H referente a HSIL)
[Solomon et al., 2002]. Essa subclassificacéo foi adotada no Brasil, a partir de
2002 (Diretrizes para o rastreamento do cancer do colo do utero - INCA, 2011).

A prevaléncia do diagnéstico citolégico de ASC-US no Brasil, em 2009,
foi de 1,2% dentre todos os exames realizados e de 46% considerando-se
apenas os resultados alterados. Ja a prevaléncia do diagnéstico citolégico
ASC-H foi de 0,2% dentre todos os exames realizados e de 7% considerando-
se também os resultados alterados. Nessa categoria de ASC, a prevaléncia de
LIEAG variou entre 12,2% e 68% e a de CCE em torno de 1,3% a 3%
(Diretrizes para o rastreamento do cancer do colo do utero - INCA, 2011).

O rastreamento de ASC-US e ASC-H pelo exame citopatolégico, assim
como o de LIEBG e LIEAG (Figura 8), recomenda, para ASC-US, a repeticédo
do exame citopatolégico em intervalos de 6 meses, em mulheres com 30 anos
ou mais, e de 12 meses em mulheres com idade inferior a 30 anos. Todas as
mulheres com laudo citopatolégico de ASC-H devem ser encaminhadas a

unidade secundaria para colposcopia e biopsia.
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[ Exame citopatolégico ]

A
/ Repetigido \
v semestral
[ Normal ] [
ASC-US
Negatiy \Positivo l
h 4

[ Triagem trienal ] [ Colposcopia ]

ASC-H ]

de rotina
A 4

A
[ Exame histopatolégico ]

Repetir Papanicolaou Normal

em 6 meses
até 2 resultados normais
consecutivos

'

A

NIC 1

S

.

J
NIC 2/3
[ Tratamento

Cancer

Figura 8 - Fluxograma de recomendac¢des de condutas para diagndsticos

citopatolégicos de ASC-US e ASC-H no Brasil. Fonte: Adaptado de Gravitt et al.,
2005.

A reprodutibilidade do diagndstico citopatolégico de ASC é pobre, pois
estudos interobservadores demonstraram a parca concordancia entre
citopatologistas, variando de 35% a 45%. Além disso, frequentemente se
observa a presenca de NIC nas bidpsias de pacientes com diagnostico prévio
de ASC. Em estudo brasileiro, avaliando pacientes com ASC-US, foram
observados os seguintes percentuais: 9% de NIC 1, 6% de NIC 2 e 3% de NIC
3 (Barcelos et al., 2006). No caso do diagndstico citopatolégico de ASC-H,
verificou-se presenca de cerca de 50% de NIC 2/3 no exame histopatoldgico
(Huitron et al., 2008).

O diagnostico de ASC requer definicdes claras de tratamento. No
entanto, o manejo clinico de mulheres com ASC é particularmente problematico
porque este diagnostico pode indicar véarias condi¢des diferentes, incluindo
alteracdes de células reativas e o desenvolvimento de estagios pré-neoplasicos
ou neoplasicos. Além disso, ha controvérsias sobre os procedimentos mais
adequados para evitar a evolucdo de ASC para lesdes cervicais mais

avancadas (Paesi et al.,, 2015). A implantacdo de métodos de biologia
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molecular, como a pesquisa de DNA do HPV de alto risco, para orientar a
conduta médica de pacientes com ASC ainda é considerada economicamente
inviavel para o Sistema Unico de Salude (SUS) do Brasil. (Diretrizes para o

rastreamento do cancer do colo do utero - INCA, 2011).

3.4 Epidemiologia da infeccdo genital por HPV e neoplasia cervical no
Brasil

A infec¢do genital pelo HPV é a infeccdo sexualmente transmissivel
mais comum entre jovens nos paises em desenvolvimento. Cerca de 290
milhdes de mulheres no mundo sédo portadoras do HPV. No Brasil, cerca de
50% da populacdo em idade reprodutiva € infectada pelo HPV genital, e a
maioria das mulheres sexualmente ativas serd infectada ao longo da vida
(Baseman & Koutsky, 2005; Carvalho et al.,, 2005; Scheurer et al., 2005;
Burchell et al., 2006; Trottier et al., 2006; INCA, 2014).

Em 2009, a prevaléncia de leséo intraepitelial escamosa de baixo grau
(LIEBG), no Brasil, foi de 0,8% entre todos os exames citopatologicos
realizados. Considerando-se apenas 0s exames com resultado anormal, a
prevaléncia de LIEBG é de 31%, representando o segundo diagnostico
citopatolégico mais frequente, precedida apenas pela categoria ASC-US que é
de 46% de todos os resultados alterados. A prevaléncia de LIEAG € de 0,25%
de todos os exames realizados e 9,7% de todos os exames com resultado
anormal. Cerca de 70% a 75% das pacientes com laudo citolégico de LIEAG
confirmam este grau de doenca no exame histopatolégico da bidpsia, no
entanto, 1% a 2% terdo diagndstico histopatolégico de carcinoma invasor
(Diretrizes para o rastreamento do cancer do colo do utero - INCA, 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, o cancer
cervical corresponde a 5,7% dos casos de cancer, com uma estimativa de
15.590 novos casos em 2014, o que representa 15,33 casos a cada 100 mil
mulheres, ficando atras somente do cancer de mama (20,8% dos casos de
cancer) e do colorretal (6,4% dos casos de cancer), (INCA, 2014). O cancer
cervical € mais frequente na regido Norte representando 23,57% de todos os
casos de cancer no sexo feminino. Nas regides Centro-Oeste (22,19/ 100 mil) e

Nordeste (18,79/ 100 mil), € o segundo tipo de cancer mais frequente. Na

40



regido Sudeste (10,15/100 mil), o quarto e, na regido Sul (15,87 /100 mil), o
quinto mais frequente. Na Regido Sudeste continua o terceiro tumor mais
frequente em mulheres, com 7,8% do total de casos novos. Nas capitais dos
Estados da Regido Norte a sua incidéncia estimada é de 37,23 casos por

100.000 mulheres, ou seja, maior que o dobro da média nacional (INCA, 2014).

3.5 Prevencéo e diagndéstico da neoplasia intraepitelial cervical

Atualmente existem duas vacinas, comercialmente disponiveis contra o
HPV, ambas protegem contra os tipos de HPV-16 e -18 (vacina bivalente
Cervarix produzida pela Glaxo Smith Kline), sendo que a vacina Gardasil
produzida pela Merck protege também contra os tipos de HPV-6 e -11 de baixo
risco (vacina tetravalente). Tais vacinas consistem de particulas semelhantes a
virus (VLP, sigla inglesa para viral like particle) produzidas por tecnologia de
DNA recombinante, sendo, portanto, ndo infecciosas. Na maioria das vezes,
ambas mostraram alta eficiéncia para mulheres sem evidéncias de infeccfes
prévias, com reducdo de mais de 90% de infec¢cdes persistentes e reducao
proxima a 100% de lesdes cervicais moderadas e severas (Schiffman et al.,
2007; Schiffman et al., 2011; Bonanni et al., 2015; Gilmer, 2015).

Em marco de 2014, o Sistema Unico de Saude (SUS) do Ministério da
Saude passou a ofertar a vacina tetravalente contra HPV, utilizada na
prevencdo do cancer do colo do utero, para meninas de 11 a 13 anos. Em
2015, serao vacinadas as adolescentes de 9 a 11 anos e, em 2016, comecaréo
a ser imunizadas as meninas que completam 9 anos. O esquema de vacinacao
€ composto por trés doses: a segunda é aplicada com intervalo de seis meses
e a terceira, de reforgo, cinco anos apos a primeira dose. Mais de 4,1 milhdes
de meninas ja receberam a primeira dose da vacina. O namero representa
83,5% do publico-alvo, formado por 4,9 milhdes de adolescentes na faixa-etaria
de 11 a 13 anos (Ministério da Saude, 2015).
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3.5.1 Teste de Papanicolaou

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

Desde sua criacdo por George Papanicolaou, em 1940, o método
denominado de citologia oncotica ou teste de Papanicolaou, permanece
essencialmente o0 mesmo, baseando-se na interpretacdo morfologica de
esfregacos de células epiteliais da superficie do colo uterino. Dentre os critérios
citologicos selecionados para andlise, incluem-se tamanho nuclear/tamanho
celular, forma do nucleo, intensidade de coloracdo do nucleo, forma da
membrana nuclear, dentre outros (Doeberitz, 2002; Gravitt et al., 2005).

O sucesso do teste de Papanicolaou é dependente de varios fatores pré-
analiticos, analiticos e pds-analiticos como a experiéncia do ginecologista, a
coleta adequada das amostras, fixacdo imediata dos esfregacos em alcool,
interpretacdo padronizada dos achados citopatolégicos, seguimento clinico do
teste anormal, tratamento da lesdo precursora confirmada e,
fundamentalmente, a frequéncia de repeticdo do teste (Gravitt et al., 2005;
Tambouret, 2013).

Poucas evidéncias apoiam a recomendacdo de rastreamento anual do
cancer cervical em mulheres de qualquer idade, pois esta conduta pouco
contribui para o aumento na prevencao deste cancer e ainda gera um custo
excessivo e desnecessario de procedimentos e tratamentos (Stout et al., 2008;
Kulasignam et al., 2011). Dessa forma, os intervalos de triagem devem ser
recomendados com base na idade e no histérico clinico da paciente (Saslow et
al., 2012). Para mulheres com idade entre 21 e 29 anos, o0 rastreamento com
citologia é recomendado a cada trés anos. Devido a alta prevaléncia do HPV
em mulheres até 30 anos recomenda-se que o teste para genoma do HPV
deve ser utilizado em mulheres deste grupo. Para mulheres com idade entre 30
e 65 anos o Guia para a Prevencéo e Deteccado Precoce do Céancer Cervical,
publicado em 2012, recomenda 0 rastreamento conjunto por citologia e teste
para HPV a cada 5 anos (recomendavel) ou apenas citologia a cada 3 anos

(aceitavel) considerando-se um historico de rastreamento com testes negativos
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consecutivos (Peyton et al., 2001; Dunne et al., 2007; Saslow et al., 2012;
INCA, 2014)

A rotina recomendada para o rastreamento do cancer cervical no Brasil &
a repeticdo do exame Papanicolaou a cada trés anos, ap0s dois exames
normais consecutivos realizados em um intervalo de um ano, priorizando
mulheres entre 25 e 60 anos (INCA, 2014). O rastreamento pelo teste de
Papanicolaou tem obtido grande sucesso na reducédo da incidéncia de cancer e
mortalidade em paises onde o rastreamento de boa qualidade é disponivel,
ainda que resultados falso-positivos e falsos negativos sejam comuns (ALTS,
2003; Castle & Carreon, 2010).

Diante de um teste de Papanicolaou anormal, ou seja, apresentando
como resultado células atipicas de significado indeterminado (ASC) ou lesdo
intraepitelial escamosa de baixo ou de alto grau, é indicada uma colposcopia. A
colposcopia é um procedimento que permite uma Vvisdo estereoscopica
aumentada (normalmente de 6 a 40 vezes) da cérvix (colo do Utero) e da
vagina, obtida com o auxilio de um espéculo vaginal e do colposcépio, apos a
aplicacao de solucédo de acido acético a 3-5% que cora o colo do utero para
facilitar as andlises. O colposcépio consiste de um microscopio binocular com
uma fonte de luz com intensidade variavel. O exame histopatologico €
necessario quando uma area suspeita é identificada no exame colposcopico.
Vale ressaltar que o exame histopatologico é considerado o padrdo ouro no
diagnéstico do cancer cervical (Gravitt et al., 2005).

A ocorréncia de exames citopatoldgicos falso-negativos e insatisfatorios
motivou a discussdo para incorporacdo de novas tecnologias visando a
melhora da qualidade e acuracia do teste de Papanicolaou. Os algoritmos
atuais para o diagnostico da neoplasia cervical recomendam o uso de testes
diagnosticos para a deteccdo do DNA do HPV em caso de citologia alterada.
Estes testes para verificagdo do DNA do HPV utilizam as metodologias da
captura hibrida e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A captura hibrida
€ um teste de hibridizagdo molecular com detec¢édo dos hibridos DNA/RNA por
reacao enzima-substrato e leitura por quimioluminescéncia. A captura hibrida &
desenhada para detectar um ou mais dos treze tipos de HPV mais associados
com a neoplasia cervical (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e
68). Testes para verificacdo do DNA do HPV sao usados para melhor
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interpretar resultados equivocados no rastreamento, por exemplo, ASC-US, ou
em combinagdo com a colpocitologia como um método mais sensivel. Os
resultados positivos para HPV no teste de DNA também indicam o exame
colposcopico. Durante a colposcopia, as areas do colo uterino suspeitas de
lesédo séo biopsiadas para exame histopatolégico e diagndstico final (Gravitt et
al., 2005).

3.5.2 Citologia em meio liquido

Outra metodologia disponivel para a triagem do cancer do colo uterino
a citologia de monocamada em meio liquido (CBL) aprovada pelo FDA
americano (USA Food and Drug Administration). Nesta técnica, células do
raspado cervical s&o colocadas imediatamente em uma solugéo fixadora. Para
0 exame, as células cervicais sdo dispersas, colocadas em um filtro e
transferidas para uma lamina de microscopio para interpretacdo em forma de
monocamada. Uma vez que as células sdo rapidamente fixadas apés a coleta,
poucos artefatos morfolégicos celulares ocorrem e também poucas células na
lamina sdo encobertas, uma vez que o processo reduz a quantidade de outros
materiais, CoOmo sangue e muco.

Amostras coletadas por citologia em meio liquido também podem ser
utilizadas para a preparacdo de blocos de células (cell blocks), técnica que
oferece outras vantagens ao exame citopatolégico. A técnica de bloco celular
(CB) foi introduzida ha mais de um século atrds, em 1896, usando celoidina
como meio de inclusdo. No entanto, ganhou ampla aceitagdo como uma
ferramenta de diagnostico, em 1947. Preparacdes de bloco de células sao
usadas rotineiramente, geralmente como complemento das laminas citologicas,
para citologia esfoliativa de fluidos da cavidade corporal e material de puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF). A utilizacdo de citologia em meio liquido
(CBL) permite que tanto material citolégico ginecoldgico e ndo ginecolbgico
possam ser estudados em preparacdes de bloco de células (Jain et al., 2014).

As principais vantagens dos blocos de células s&o: servem como uma
fonte adicional de material, com cortes seriados do mesmo exemplar para
oferecer ou repetir analises moleculares para futuros estudos de diagndstico e

pesquisa. Tal como blocos de histologia em parafina, fixados em formalina, os
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blocos de células permitem a preservacdo das amostras por longo periodo.
Entretanto, um ndmero ainda muito limitado de estudos abordaram a
preparacdo de blocos de células em material de citologia cervico-vaginal
(Freitas et al., 2001; Akpolat et al., 2004; Halloush et al., 2008; Shidham et al.,
2011; Kossakowski et al., 2014).

3.6 LimitagBes/Desafios no diagndstico do cancer cervical

Apesar da disponibilidade das duas vacinas recombinantes contra os
HPV tipos 6, 11, 16 e 18 ser um importante passo na batalha contra o cancer
cervical, supostamente tais vacinas ndo oferecem protecéo para individuos que
ja foram expostos aos HR-HPV, ndo resolvem infec¢des ou lesdes existentes e
ndo protegem contra todos os tipos de HR-HPV ja descritos (Schiffman et al.,
2007; Castellsague et al., 2011).

Além disso, os exames citoldgicos e histoldégicos geram elevadas taxas
de resultados, falso negativo e falso positivo, e grande variabilidade de
interpretacdo interobservadores, o que certamente prejudica a deciséo clinica
sobre o tratamento. O desempenho do teste de Papanicolaou é severamente
prejudicado pela elevada variabilidade inter e intraobservador e altas taxas de
resultado falso negativo e falso positivo, respectivamente entre 20 a 30% e 50
a70% (Tsoumpou et al.,, 2009; Litiens et al., 2013). Apesar da analise
histopatolologica de bidpsias do colo uterino ser considerada como padréo ouro
para o diagnostico de NIC, esta também apresenta grande variabilidade de
interpretacéo interobservador culminando em erros na determinagdo do grau
da NIC, em 30 a 50% dos casos (Schiffman et al., 2007; Thomison Il et al.,
2009; Schiffman et al., 2011).

Os testes moleculares para deteccdo do DNA do HPV nas amostras
cervicais também falham na triagem de lesGes intraepiteliais, pois nao
permitem a distincdo entre infeccdo transitoria e infecgdo crbnica ou
persistente, podendo levar ao acompanhamento desnecessario ou tratamento
excessivo da paciente e, consequentemente, aumento de custos dos servigos
de saude. Além disso, a PCR apresenta variabilidade de 35 a 90%. Ja a
citologia em meio liquido (CBL) ndo € mais sensivel ou mais especifica do que
a citologia convencional e também apresenta limitacdes, especialmente no
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diagnoéstico diferencial entre alteragdes celulares benignas e displasicas
(Diretrizes para o rastreamento do cancer do colo do utero - INCA, 2011).

Mortes causadas pelo cancer cervical também sdo devido a resultados
falso negativos. Erros de amostragem ocorrem quando células anormais na
lamina do exame de Papanicolaou sdo perdidas ou mal interpretadas. O erro
mais comum de amostragem é a auséncia de células da zona de
transformacao cervical (Buntinix et al.,, 1996). A determinacdo precisa da
sensibilidade e especificidade em testes citologicos € importante porque tais
parametros devem ser utilizados para orientar decisées como recomendacdes
da frequéncia étima de rastreamento e acompanhamento de lesdes de grau
intermediario.

Os principais métodos atualmente disponiveis para o rastreamento do
cancer cervical apresentam importantes limitacdes para indicar, com precisao,
o significado das alteracées decorrentes da progressdo da NIC, bem como
distinguir a infecgédo viral produtiva, predominante na lesédo intraepitelial de
baixo grau (LIEBG) e ndo associada diretamente a transformacéo neoplasica,
da infeccdo ndo produtiva, predominante na lesdo intraepitelial de alto grau
(LIEAG), com integracdo viral no genoma celular, e diretamente associada a
transformacao neoplasica (Doeberitz, 2002; Thomison Il et al., 2009; Schiffman
et al., 2011).

Tais questdes elevam a importancia de se obter biomarcadores capazes
de indicar em quais circunstancias as lesdes sdo transitérias ou ndo, além de
facilitar o diagndstico correto do grau da lesdo, evitando tratamentos

desnecessarios.

3.7 Biomarcadores da displasia epitelial cervical

Considerando-se as limitacbes do diagnoéstico citopatolégico e de suas
inovacgdes, varios estudos tentam identificar métodos e moléculas reguladoras
do ciclo e da proliferacdo celulares uteis na determinacdo da progressdo da
neoplasia intraepitelial cervical. As moléculas celulares mais estudadas s&o as
proteinas p16™¢** (p16), p14, Ki-67, MCM2, MCM5, MCM7, topoisomerase 2
(TOP2A, pl05, pl07, RB2/p130, E2F4, p21 e Ciclina A (Santopietro et al.,
2006; Lobato et al., 2012).

46



O ProEx™C ¢é um ensaio imunocitoquimico composto por dois
anticorpos monoclonais que reconhecem a TOP2A e a MCM2, que apresentam
expressdo aumentada em cancer cervical (Chen et al., 2003; Malinowski, 2007;
Santin et al., 2005). A TOP2A é uma enzima que desenrola o DNA em
preparacdo para a replicacdo, transcricdo, segregacdo cromossomal e
progressdo do ciclo celular e a MCM2 é um marcador de proliferagdo celular
(Badr et al., 2008).

Vale ressaltar que a proteina p16™*

(doravante abreviada como p16) é
o biomarcador diagndstico da neoplasia cervical mais estudado. A p16, produto
do gene CDKNZ2, é uma proteina supressora de tumor que inibe os complexos
ciclina D/ciclinas dependentes de cinases (CDK)-4 e -6, as quais regulam o
ponto de checagem da fase G1 do ciclo celular (Serrano et al., 1993; Koh et al.,
1995). Como mostrado na figura 9, as CDKs fosforilam a proteina
retinoblastoma (pRB), o que resulta em uma mudanga conformacional e
liberacdo do fator de transcricdo E2F pela pRB. Assim, a inativacdo da funcéo
tanto de p16 ou de pRB permite que a célula entre na fase S apds apenas uma
pausa no ponto de checagem de G1 (Sano et al., 1998). A oncoproteina viral
E7 se liga a pRB inativando-a (Dyson et al., 1989). Visto que expressédo de p16
parece estar envolvida em um feedback negativo de pRB, a diminuicdo da
proteina pRB leva a um aumento de pl6. Em outras palavras, a inativacao de
pRB mediada por E7 resulta em elevados niveis de p16 em células infectadas
com HR-HPV.
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Figura 9 - Expressdo aumentada de pl6 no cancer cervical. A proteina
supressora de tumor pl6 inibe os complexos ciclina D/ciclinas dependentes de cinases (CDK)-
4 e -6, os quais regulam o ponto de checagem da fase G1 do ciclo celular. Os complexos
ciclina-CDKs fosforilam a proteina retinoblastoma (pRB), o que resulta em uma mudanca
conformacional e liberagdo do fator de transcricdo E2F pela pRB, induzindo a expressdo de
genes da fase S. A inativacdo de pRB ocorre através da oncoproteina viral E7, que se liga a
pRB impedindo-a de se ligar a E2F e, portanto, inativando-a. Devido a expresséo de pl6 estar
envolvida em um feedback negativo de pRB, a diminuicdo de pRB em sua forma ativa leva a
um aumento de p16. Assim a inativagdo mediada por E7 de pRB resulta em elevados niveis de
pl6 em células infectadas com HR-HPV. Fonte:
https://www.klinikum.uniheidelberg.de/index.php?id=113203&L=1; adaptado.

Estudos iniciais utilizando imuno-histoquimica em biépsias de neoplasias
intraepiteliais cervicais e carcinomas demonstraram a expressao aumentada de
pl6 e auséncia de sua expressdo em mucosa normal e estroma, abrindo a
possibilidade da utilizacdo de pl6 como biomarcador para diferenciar
neoplasias de cancer ou de lesdes no colo uterino (Sano et al., 1998). J& foi
demonstrado que os padrdes de imunocoloracdo com pl6 sdo diferentes em
biépsias cervicais infectadas com LR-HPV de bidpsias infectadas com HR-
HPV, fornecendo, portanto, informacdes valiosas sobre o tipo de HPV
infectante sem a necessidade de testes moleculares como PCR, Southern
blotting ou hibridizacdo in situ (Sano et al., 1998). Entretanto, esta abordagem &
controversa devido a possibilidade de haver coloracdo de p16 em alguns tipos
celulares normais como células endocervicais, células escamosas

metaplasicas e atréficas, que embora sejam encontradas de forma menos
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frequente e tenham uma coloracdo menos intensa, podem resultar em
diagnéstico falso-positivo em algumas amostras (Trunk et al., 2004).

A proteina Ki-67 € uma proteina ndo histona expressa no nucleo durante
todo o ciclo celular, exceto nas fases GO e G1, podendo ser detectada com o
anticorpo MIB-1. Ki-67 constitui um marcador eficiente das células em
proliferagcdo e sua expressao tem sido associada a um aumento do grau de
displasia cervical (Qiao et al., 2005; Sarian et al., 2006; Bahnassy et al., 2007;
Conesa-Zamora et al., 2009). Além disso, tem sido proposta como um
marcador de prognostico do cancer cervical (Silva-Filho et al., 2004) apesar de
ser expressa em lesdes proliferativas ndo neoplasicas. A funcdo de Ki-67 ainda
permanece desconhecida e ndo ha evidéncias de que seja essencial para
proliferacéo celular (Conesa-Zamora, 2013).

A expressdo aumentada das proteinas pl6é e Ki-67 tem sido
extensivamente investigada e demonstra forte associagcdo com displasia
epitelial de alto grau. No caso particular da proteina pl16, postula-se que ela
contribui especialmente para o diagnostico diferencial das lesGes epiteliais de
alto grau, que apresentam risco muito aumentado de progressdo para 0O
carcinoma invasor (Hu et al., 2005; Kalof et al., 2005; Murphy et al., 2005; Kalof
et al., 2006; Cuschieri et al., 2008; Tsoumpou et al., 2009; Walts et al., 2009;
Romagosa et al., 2011).

A avaliagcdo imunocitoquimica de variadas amostras do colo uterino,
citologia em meio liquido, bloco de células epiteliais e bidpsia parafinada,
utilizando anticorpos primarios para pl6é e Ki-67, favorece a diminuicao da
variabilidade intra-observador no diagndstico das lesdes intraepiteliais
cervicais, principalmente no diagnostico das lesdes intraepiteliais de alto grau.
O kit comercial CINtecPLUS Cytology (Roche) detecta simultaneamente a
expressdo de pl6 e Ki-67 por imunocitoquimica. Em células normais, a
expressdo simultdnea destas proteinas ndo ocorre, uma vez que induzem
efeitos opostos na célula (Schmidt et al., 2011). Enquanto a proteina p16 tem
acao anti-proliferativa, inibindo o ciclo celular; a proteina Ki-67 é detectada em
células em proliferacdo. Sendo assim, a expressdo de pl6/Ki-67 na mesma
célula, indica um ciclo celular desregulado decorrente, possivelmente, de
oncoproteinas virais (E6 e E7), podendo proporcionar uma maior sensibilidade
e especificidade na deteccéo de lesbes (Hong et al., 2013; Ridder et al., 2013).
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A dupla marcacdo de pl6 e Ki-67 se mostrou promissora tanto para
rastreamento primario, quanto para casos de citologias com atipias minimas,
uma vez que, se mostrou um teste sensivel, sem decréscimo na especificidade
(Yoshida et al., 2011; Dona et al., 2012; Loghavi et al., 2012; Ravarino et al.,
2012; Byun et al., 2013; Ridder et al., 2013; Linxweiler et al., 2014).

Entretanto, questfes fundamentais para a avaliacdo clinica de p16 e Ki-
67, como falta de padronizacdo na preparacdo das amostras para
imunocitoquimica e nos critérios para interpretacdo dos cortes histopatoldgicos,
tém reduzido a reprodutibilidade do método e dificultando a interpretacdo dos
dados de diferentes estudos. Por conseguinte, as evidéncias disponiveis nao
permitem a formulacdo de recomendacdes definitivas sobre as aplicacdes da
pl6 e Ki-67 na prética clinica (Akpolat et al., 2004; Thomison IIl et al., 2008,
Tsoumpou et al., 2009; Roelens et al., 2012; Toll et al., 2013; Kisser et al.,
2015).

Nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou a proteina celular
RAP1 GTPase como um potencial biomarcador da neoplasia cervical, com
potencial utilizacdo no auxilio ao diagnostico desse cancer (Pascoal-Xavier,
2008; 2011, Pascoal-Xavier et al., 2015 [em anexo]). Os resultados deste

estudo estéo descritos no item 1.9.1 desta dissertagao.

3.8 Proteina RAP1 GTPase

A proteina RAP1 foi descoberta por Kitayama e colaboradores, em 1989,
como um produto do gene k-rev, capaz de suprimir o fen6tipo maligno de
fibroblastos transformados por K-RAS, codificada por um dos genes mutados
de RAS (Kitayama et al., 1989). Atualmente, as proteinas RAP1l, em
mamiferos, s@o conhecidas por agirem independentemente de RAS e suas
funcdes compreendem o controle do estabelecimento da polaridade celular
(Shimonaka et al., 2003), ativacdo da adesado celular mediada por integrina
(Tsukamoto et al., 1999; Katagiri et al., 2000; Reedquist et al., 2000;
Duchniewicz et al., 2006), regulacdo do contato célula-célula (Hogan et al.,
2004; Price et al., 2004), proliferacdo celular (Altschuler & Ribeiro, 1998) e
secrecdo (D'Silva et al., 1998; Crittenden et al., 2004).
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RAP1 é uma pequena GTPase pertencente a superfamilia RAS e possui
duas isoformas, RAP1A e RAP1B. RAP1A ¢é 95% homodloga a RAP1B, diferindo
em apenas nove aminoacidos (de um total de 184), seis dos quais estdo
localizados entre os aminoacidos 171 e 184 na extremidade C-terminal (Mitra
et al., 2003). RAP1 funciona como um interruptor molecular, regulando a
sinalizacdo de processos celulares como a proliferacdo, diferenciagéo,
morfogénese e apoptose. Para ser ativada ou desativada, RAP1 se liga a
moléculas GDP ou GTP, sendo que a ligacdo a GTP resulta na sua forma ativa
e a ligacdo a GDP na sua forma inativa. O ciclo GDP-GTP é regulado pelos
fatores de troca nucleotideo guanina (GEF, sigla inglesa para Guanine
Exchange Factor) que facilitam a liberacdo do nucleotideo ligado e permitem
que o GTP se religue. Ja as proteinas ativadoras de GTPase (GAP, sigla
inglesa para GTPase Activating Protein) induzem a hidrélise do GTP ligado e

completam o ciclo (Figura 10) [Bos et al., 2001].

Familia SAP-1
(SPA-1,E6TP1)

Adesdo célula-célula

Promogao ou inibigdo da
proliferacao celular Migracdo celular

Diferenciac¢ao celular .
Fagocitose

Figura 10 - Funcgdes bioldgicas e regulagdo da proteina RAP1 GTPase. A
proteina RAP1 encontra-se na célula no estado inativo, RAP1GDP, ou no estado ativo,
RAP1GTP. A ativagcdo de RAP1 é mediada pela acao de fatores permutadores do nucleotideo
guanina como C3G, CalDAG, Epac, PDZ e DOCK-4, e a inativagao por proteinas ativadoras de
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GTPase como E6TP1, SPA-1 e RapGAP. No estado ativo, RAP1 participa de importantes
funcdes de diferenciacdo e regulacdo da proliferacdo celulares, por meio dos efetores
moleculares B-Raf e ERK, além das relevantes func@es mediadas por integrinas de adesao e
migracgéo celulares e fagocitose. Fonte: Adaptado de Kometani et al., 2004

RAP1 é encontrada predominantemente em membranas intracelulares
na regido perinuclear, em vesiculas endociticas e exociticas, e em menores
guantidades em membranas plasmaticas (Pizon et al.,1994; Farina et al., 2004;
Frische et al., 2010). E particularmente abundante em plaquetas humanas nas
quais esta localizada principalmente na membrana plasmatica e nos granulos
secretores, regulando a formacdo do granulo e exocitose (Torti, 1992; Berger,
1994; Franke et al.,1997; Farina et al., 2004; Frische et al.,, 2010). RAP1
também é abundantemente observada na membrana plasmatica e em granulos
especificos de neutréfilos (Maridonneau and Gunzburg, 1992; Quinn et al.,
1992; Farina et al., 2004; Frische et al., 2010). Em fibroblastos &
principalmente localizada no compartimento médio do Complexo de Golgi ou
nos endossomos (Beranger et al., 1991; Pizon et al., 1994; Lafuente et al.,
2007; Frische et al., 2010).

3.9 Expresséo de RAP1 em tumores

A expressao alterada da proteina RAP1 e de seus reguladores (GEFs e
GAPs) tem sido implicada no crescimento de células cancerosas, invasao e
metastase (Hattori et al., 2003; Frische et al., 2010; Gloerich et al., 2011).
Vérios estudos jA demonstraram a expressao alterada de RAP1 e seus
reguladores em distintas linhagens de células escamosas de carcinoma (CCE)
de orofaringe, cancer oral (D'Silva et al., 2003; Banerjee et al., 2011), CCE de
cabeca e pescoco (Banerjee et al., 2012), cancer papilar da tiredide (Nellore et
al., 2009), cancer de mama (Furstenau et al., 2011), carcinoma de células
renais (Kim et al., 2012), leucemia (Qiu et al., 2012) e melanoma (Gao et al.,
2006).

Evidéncias indicam que a proteina RAP1GAP, um fator de inativacdo de
RAP1, é expressa em menor quantidade em varios tipos de cancer. No cancer
de tiredide a baixa regulacdo de RAP1GAP aparece como consequéncia de
degradacédo proteassomal (Zuo et al., 2010), no cancer pancreatico e de
tiredide papilar € devido a perda de heterozigosidade (Zhang et al., 2006), no
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cancer de melanoma e de tiredide devido a metilagdo do promotor (Zheng et
al., 2009; Zuo et al., 2010) e no cancer de mama devido a mutacfes genéticas
(Sjoblom et al., 2006). Apesar de ser frequente a baixa expressdo de
RAP1GAP em tumores humanos, as consequéncias biolégicas da diminuicao
da expresséao desta proteina foram estudadas em apenas poucas linhagens de
células cancerosas. Em carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco, RAP1GAP inibe o crescimento do tumor atrasando a transicao de
fase de G1/S no ciclo celular (Zhang et al., 2006). RAP1GAP também inibe a
atividade de cinases reguladas por sinal extracelular, a proliferacdo celular, a
sobrevivéncia e a migracdo de células do melanoma (Zheng et al., 2009).
Estudos também demonstraram que a reintroducdo de RAP1GAP em
linhagens de células cancerosas, afetam algumas caracteristicas das células
transformadas. Por exemplo, a inducdo da superexpressido de RAP1GAP em
linhagens celulares de carcinoma escamoso de orofaringe e pancreético
(Zhang et al., 2006) bloqueia a formacéo de tumores em modelos animais. A
superexpressao in vitro, de RAP1GAP diminui a proliferagao celular do tumor e
favorece a apoptose (Zhang et al., 2006; Tsygankova et al., 2007; Mitra et al.,
2008; Zheng et al., 2009). Tais achados sugerem que as RAPGAP funcionam
como supressoras de tumor.

A descoberta de que a proteina E6 dos HR-HPV atua na carcinogénese
cervical através da degradacdo da GAP E6TP1 pela ubiquitina ligase E6AP,
reforca a teoria de capacidade supressora de tumor das RAPGAP. Isso porque
a E6TP1 apresenta um dominio catalitico de proteinas ativadoras da ligacdo do
nucleotideo guanina (GTPase) similar ao dominio catalitico da proteina
RAP1GAP. A proteina E6 dos HR-HPV, promovendo a degradagédo da E6TP1,
eleva os niveis de RAP1GTP, ativando RAP1 durante a transformacao celular
(Chakrabarti et al., 2003; Lee et al., 2007).

A proteina E2 do HPV também parece estar envolvida na via de ativagédo
de RAPL. E2 pode ligar ao DNA epissomal viral ao genoma do hospedeiro, por
meio da interagdo com a proteina nuclear Brd4. Uma vez ligada a Brd4, a
proteina E2 compete com a proteina SPA-1, uma RAPGAP. Ou seja, a ligacao
da proteina E2 a Brd4 pode favorecer disfuncdo da proteina SPA1, criando um

estado hiperativo de RAP1 no citoplasma (D’Silva et al., 2003; Farina et al.,
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2003; Mitra et al., 2003; McBride et al., 2006; McPhillips et al., 2006; Guo et al.,
2007; Frische et al., 2010; Smith et al., 2010; Zheng et al., 2010).

3.9.1 Proteina Rap1 como biomarcador do cancer cervical

A proteina RAP1 foi identificada e caracterizada como biomarcador da
neoplasia cervical pelo nosso grupo de pesquisa com potencial utilizacdo no
auxilio ao diagnostico deste céancer (Pascoal-Xavier, 2008; 2011; Pascoal-
Xavier et al., 2015 [em anexo]). Um estudo transversal foi realizado com
biépsias cervicais para determinar a associacdo de RAP1 com a neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). A avaliagdo quantitativa e imuno-histoquimica de
expressdo RAP1 foram feitas em 183 amostras de tecido cervical, fixadas e
embebidas, em parafina classificadas como mucosa normal ou ndo-displasicas
(NDM) (n = 33); NIC grau 1 (n = 84) e NIC de grau 2/3 (n = 66). Um aumento
gradual na expressdo RAP1 nas amostras NDM <NIC 1 <NIC 2/3 (p <0,001) foi
observado de acordo com o diagndstico histopatolégico. Um aumento
progressivo dos niveis de expressdao de RAP1 aumentou em 3,5 vezes a
chance de risco de NIC 1 [(OR) = 3,50; Intervalo de confian¢a (CI) 1,30-10,64]
e a chance de risco de CIN2/3 em quase 20 vezes (OR = 19,86, Cl 95%=6,40-
70,79) quando comparadas a NDM. Além disso, a andlise de regressdo
logistica mostrou que este aumento progressivo da expressdo de RAP1
impactou mais fortemente NIC 2/3 do que NIC 1. Portanto, 0S n0Ss0S
resultados sugerem que RAP1 pode ser um biomarcador util para o diagndstico
de NIC. Todavia, a expressdo da proteina RAP1 em amostras cervicais

provenientes de citologia em meio liquido (CBL) ainda ndo é conhecida.
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4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS

4.1 Estratégias de Trabalho

SELECAD GRUPO ASC
Diagnostico citopatoldgico de ASC
22 semestre de 2013 e 12 semestre de 2014

[ Retorno a Unidade Funcional Jenny Faria ]

(" SELECAO GRUPO CONTROLE
Coletas durante a rotina do

Papanicolaou
Citologia em meio liguido
AEosto anovembro de 2014

exame ginecoldgico na Unidade

Bloco de células
Plasma Humano +
\ Trombina Bovina

Imuno-citoguimica
RAP1 GTPase
pl6
k_ Ki-67 y

' I
Anadlises Estatisticas
Descritivas
Variabilidade Interobservador
Comparativas e associativas

Figura 11 — Estratégias de trabalho.

4.2 Aspectos éticos

Funcional
\_ Jenny Faria J
" - . ™
Deteccao e genotipagem do
HPV
Nested-PCR
\ Seguenciamento y

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), pela Assembleia do

Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de

Medicina da UFMG e também obteve parecer favoravel da Unidade Funcional

Bias Fortes e Jenny Faria do Hospital das Clinicas da UFMG (em anexo).
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4.3 Critérios de selecédo das pacientes

Para compor o grupo ASC deste estudo foram selecionadas 96
pacientes, de acordo com conclusdo do laudo do exame citopatolégico prévio,
realizado no segundo semestre de 2013 e primeiro semestre de 2014, pelo
Servico de Anatomia Patologica e Citopatologia do Hospital das Clinicas da
UFMG, de acordo com o Sistema de Informac6es do Cancer do Colo Uterino
(SISCOLO). A conclusdo do laudo indicativa para o grupo ASC foi “Células
atipicas de significado indeterminado possivelmente ndo neoplasico - ASC-US”
e “Células atipicas de significado indeterminado ndo podendo se afastar lesédo
de alto grau — ASC-H”. Para coleta dos dados pessoais das 96 pacientes
selecionadas, foi utilizada a base de dados NET-TERN da Unidade Funcional
Jenny Faria. O recrutamento iniciou-se no contato telefénico, momento no qual
foi explicada a proposta do projeto e se havia interesse da paciente em
colaborar nesta pesquisa. A paciente foi convidada a retornar a Unidade
Funcional Jenny Faria para nova coleta.

As amostras do grupo “controle”, que incluem alteragdes celulares
benignas (reativas ou reparativas) foram coletadas durante a rotina do exame
ginecolégico na Unidade Funcional Jenny Faria do HC-UFMG, apés as
pacientes concordarem e assinarem o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) [em anexo].
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4.3.1 Critérios de incluséo das pacientes no estudo

Neste estudo foram incluidas as pacientes que preencheram todos os
critérios de incluséo citados abaixo:

(a) concordancia da paciente com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) do estudo;

(b) retorno a Unidade Funcional Jenny Faria do HC-UFMG, no ano de
2014, para repeticdo do exame citopatolégico em 6 meses, conforme
recomendado pelas Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do
Colo do Utero, do INCA -MS (INCA, 2011);

(c) exames ginecologicos e especular do colo uterino, normais ou sem
evidéncia de lesdes intraepiteliais de baixo ou alto grau e de cancer invasor,
durante atendimento ambulatorial na Unidade Funcional Jenny Faria do HC-
UFMG, no ano de 2014.

4.3.2 Critérios de exclusédo das pacientes do estudo

Os seguintes critérios de exclusao foram adotados:

(&) gestantes;

(b)  pacientes com idade superior a 60 anos;

(c) pacientes imunocomprometidas ou com diagndstico de infeccdo por
HIV/AIDS.

4.4 Coleta e preservacédo das amostras

Conforme protocolo da pesquisa, foram coletadas amostras para
citologia oncotica convencional (Teste de Papanicolaou) sendo as laminas para
citologia enviadas ao Servico de Anatomia Patoldgica e Citopatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).
Logo em seguida, foram coletadas novas amostras para citologia em meio
liquido (CBL) utilizando-se o kit ThinPrep/PreservCyt (Cytic Corp.USA) que
contém 20 mL de solugéo conservante/fixadora. Para a regido ectocervical foi
realizado o raspado celular com espatula de Ayre, e para a regido endocervical

foi utilizada escova do tipo Cytobrush (Kolplast Ltda). As amostras
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devidamente identificadas com o nome da paciente e numero de prontuario
foram armazenadas e conservadas até seis semanas (maximo) a temperatura
ambiente (Figura 12). Um volume de 10 mL da suspensé&o celular foi utilizado
para preparacao dos blocos de células para os ensaios imunocitoquimicos no
Laboratério de Patologia Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (FM-UFMG) e os 10 mL restantes foram utilizados
para os testes moleculares no Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular
do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR/Fiocruz Minas). Os testes
moleculares foram realizados sem o conhecimento prévio dos resultados da
citopatologia. As amostras cervicais foram coletadas pelas médicas residentes,
Dra. Cecilia de Souza Monteiro, Dra. Sabrina de Souza Alves e Dra. Brenda

Peixoto Godinho.

Figura 12 - Frasco para coleta de amostras cervicais para citologia em

meio liqguido. No momento da coleta todas as amostras foram identificadas com o nome e
namero de prontuario da paciente e armazenadas por até seis semanas a temperatura
ambiente.

4.5 Métodos morfoldgicos

4.5.1 Cultivo celular

Células HelLa - Linhagem celular de ceratindcitos derivada de paciente com
cancer cervical, que possui DNA de HPV-18 integrado ao genoma celular. O

cultivo das células HelLa, foi feito utilizando-se meio de Eagle modificado por
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Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) [Cultilab,
Campinas] contendo 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (Gibco BRL). As células foram
incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Esta linhagem
celular, gentilmente cedida pelo Dr. Claudio Bonjardim do Laboratorio de Virus
da Universidade Federal de Minas Gerais, foi utilizada como controle positivo
nos experimentos de imunocitoquimica, de deteccdo do DNA do HPV e de

genotipagem do HPV detectado.

4.5.2 Preparacdo do bloco de células

A preparacdo do bloco de células (cell block), procedimento utilizado
para obter uma alta concentracédo de células, foi realizado com o sedimento da
amostra de citologia em meio liquido contida na solu¢cdo ThinPrep Pap Test®
PreservCyt (Hologic, Inc. Corporate, MA). Para tal, 10 mL da suspenséo celular
foram centrifugadas por 10 minutos a 400 x g a temperatura ambiente, em tubo
Falcon de 50 mL (rotor 6441, centrifuga Sorvall RT Legend). Este tubo foi
escolhido por apresentar maior diametro facilitando a manipulacdo do
sedimento celular. O sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e, em
seguida, o sedimento de células foi ressuspendido em 3 a 5 gotas de plasma
humano. Imediatamente apds, foram adicionados 25 a 75 uL de trombina
(Thrombin from bovine plasma; Sigma-Aldrich, T7513-100UN), Apo6s 5 a 10
minutos, a temperatura ambiente, ocorreu a formacgéo do coagulo (adaptado de
Keyhani-Rofagha & Vesey-Shecket, 2002), como ilustrado na Figura 13.

O coagulo contendo as células cervicais, devidamente identificado, foi
envolvido em papel toalha e corado com eosina (E1007.01.AD, Synth) para
melhor visualizacdo de sua localizagdo no bloco de parafina (Figura 14). Em
seguida, o coagulo foi transferido para um cassete de histologia e armazenado
em solucdo de formaldeido a 10% (Synth). As amostras foram processadas
utilizando o processador de tecidos (modelo PT 05, LUPETEC®, Brasil), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram
banhadas em formaldeido a 10% por duas vezes, em alcool a 70%, alcool a

95% por duas vezes, alcool a 100%, acetato de butila, xilol por trés vezes e,
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finalmente, em parafina aquecida a 65°C por duas vezes. Todos os banhos
duraram 1 hora cada. Posteriormente, os blocos celulares foram incluidos em
parafina (Figura 13) [L: 108080, Synth].

A partir dos blocos de células parafinados, foram feitos cortes de 5 um
de espessura (Microtomo Leica RM2125RT) e montados em laminas para
microscopia. As amostras foram desparafinadas e rehidratadas, com lavagens
em xilol, por 20 minutos e em &lcool etilico (PA), por 5 minutos, para coloracao
padrdao com hematoxilina de Harris e eosina (HE). As laminas coradas com HE
foram utilizadas para avaliar a adequabilidade das amostras, o desempenho do
bloco de células para o diagndstico e a variabilidade interobservador.
Posteriormente, novas laminas contendo cortes de 5 um de espessura das
amostras foram confeccionadas para 0s ensaios imunocitoquimicos. Para os
ensaios imunocitoquimicos foram utilizadas laminas de vidro com carga
positiva (Figura 14) [ImmunoSlide, cat. EP-51-30184, EasyPath].
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Figura 13 - Preparacdo do bloco de células (cell block) das amostras

cervicais. O sedimento de amostras cervicais coletadas para citologia em meio liquido (CBL)
foi adicionado de plasma humano e trombina para formacédo do coagulo foi processado como
descrito no item 5.4.2. de Material e Métodos, para a analise citopatolégica e para utilizagédo
nos ensaios de imunocitoquimica. Fonte: Adaptado de Jain et al., 2014
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Figura 14 - Confeccdo de laminas das amostras cervicais. A partir dos blocos
de células parafinados foram feitos cortes de 5 pm de espessura para confec¢do de laminas
coradas por HE e para os ensaios imunocitoquimicos das proteinas RAP1, pl6 e Ki-67. As
laminas coradas por HE foram utilizadas para verificar a adequabilidade das amostras, o
desempenho do bloco de células para o diagnéstico e a variabilidade interobservador. Fonte:

Adaptado de Pascoal-Xavier, 2011.
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Figura 15 - Coagulo celular obtido para preparacéo de bloco de células. O
coagulo, corado com eosina, contendo as células cervicais foi obtido como descrito no item
5.4.2 de Material e Métodos.

4.5.3 Ensaios imunocitoquimicos

Para realizacdo dos ensaios imunocitoquimicos, foi utilizado o kit
NovoLink Max Polymer Detection Novocastra™ (Leica Microsystems). As
laminas contendo os cortes seriados de 5 um das amostras parafinadas foram
incubadas por 18 horas, a 56°C, em estufa. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a etapas de desparafinizacdo e rehidratacdo, com lavagens em
xilol, por 20 minutos, em Aalcool etilico (PA), por 5 minutos. Apdés a re-
hidratacdo, foi realizada a recuperacdo antigénica, processo necessario para
induzir a exposi¢do dos antigenos, no qual as laminas foram aquecidas em
solucao de citrato de sodio a 0,01 M (pH 6,0) a 90°C por 20 minutos no vapor e
resfriadas a temperatura ambiente por 20 minutos.

A peroxidase endogena dos tecidos e as proteinas inespecificas foram
blogueadas nas diferentes etapas utilizando-se as solucdes especificas
fornecidas pelo kit NovoLink. A coloracdo para imunocitoquimica foi feita
separadamente com 0s seguintes anticorpos primarios: anti-RAP1A (policlonal
de coelho RAP1 121 SC-65, 200 ug/mL), anti-p16 (policlonal de coelho H-150
SC-759, 200 ug/mL), ambos da Santa Cruz Biotechnology, e o anticorpo
monoclonal de camundongo (clone MIB-1) anti-Ki-67 humana (IR 626, Dako
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Technologies Company). Véarios testes foram realizados para verificacdo da
concentracdo ideal dos anticorpos primarios, incluindo diluicbes de anticorpos
que variaram de 1:50 até 1:300 em diluente fornecido pelo kit NovoLink. A
diluicdo 1:50 foi definida para todos os anticorpos primarios utilizados neste

estudo.

Assim, apoés a adicdo de 50 pL da diluicdo 1:50 dos anticorpos primarios
as laminas, estas foram incubadas, em camara Umida, por 1 hora, a
temperatura ambiente. Em seguida foi feito o bloqueio por 30 minutos,
utilizando a solugcédo de bloqueio pds-priméario especifica do kit NovoLink. Os
cortes foram incubados com o sistema universal de detec¢édo por polimeros do
kit NovoLink por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, foram
adicionados 200 pL da solucdo reveladora fornecida pelo kit contendo o
cromoégeno diamino-benzidina 3,3 (DAB) e a reacdo incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos. A contra coloracdo foi realizada mergulhando as
laminas em solucdo de hematoxilina de Harris (Céd. 248, Vetec) por 30
segundos. As laminas foram lavadas em agua corrente por 2 minutos e, em
seguida, lavadas 3 vezes em alcool etilico e 2 vezes em xilol para montagem

com laminulas.

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio 6ptico Olympus
BX, conforme parametros do estudo, e digitalizadas no equipamento
Pannoramic Viewer (3DHISTECH Ltd). Blocos de células HelLa foram utilizados

como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquimica.

4.5.4 Parametros citomorfoldégicos e imunocitoquimicos

Para andlise da qualidade das amostras, da concordancia entre os dois
métodos (teste Papanicolaou e bloco celular) e da variabilidade
interobservadores, foram adotados 0s seguintes parametros:

(a) adequabilidade da amostra: satisfatoria (presenca de 10 ou mais

células epiteliais escamosas por lamina) ou insatisfatoria (presenca de

menos de 10 células epiteliais escamosas por lamina);

(b) tamanho do ndcleo (TN): normal ou aumentado;

(c) relacdo nucleo/citoplasma: normal ou aumentada,;
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(d) coloracéo nuclear: normal ou hipercromatica;

(e) forma do nucleo: normal ou irregular;

(f) distribuicdo da cromatina: homogénea ou heterogénea.

Para analises semi-quantitativas das reacfes imunocitoquimicas dos
anticorpos anti-RAP1, anti-pl6 e anti-Ki-67, foram adotados o0s seguintes
parametros:

(a) percentagem de células positivas menor que 10% ou maior que 10%
de células com coloracao positiva para RAP1 e pl6;

(b) percentagem de células positivas menor que 1% ou maior que 1% de
células com coloracao positiva para Ki-67;

(c) localizagdo da imunomarcacdo: ausente, somente citoplasma,
somente nucleo, somente membrana citoplasmatica, citoplasma e ndcleo,
todos os compartimentos;

(d) intensidade da coloracdo: classificada subjetivamente como 0, 1+,
2+, ou 3+ e agrupados em duas categorias: (i) fraco = 0 ou 1+ que foi

considerado como negativo; (ii) forte = 2+ ou 3+, considerado como positivo.

45.4.1 Variabilidade interobservador

A fim de verificar a concordancia do diagnéstico utilizando o bloco
celular, trés patologistas da FM-UFMG com experiéncia em patologia do trato
genital e que rotineiramente fazem diagnosticos anatomopatoldgicos,
examinaram as laminas, coradas com hematoxilina-eosina, de forma
independente e “cega”, ou seja, sem o conhecimento do diagndstico elaborado
pelo colega e sem o conhecimento do diagnodstico obtido no teste de

Papanicolaou (padrao).

4.6 Métodos moleculares

4.6.1 Extracao de DNA

Para a obtencdo do DNA gendmico das amostras citolégicas foi utilizado
o kit QlAamp DNA Mini Kit (Cat. No. 51304 - Qiagen), de acordo com as
instrugcdes do fabricante. Para tal, os 10 mL restantes das amostras CBL foram
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transferidos para tubo Falcon de 15 mL, e centrifugados 400 x g (centrifuga
Sorvall Legend RT; rotor 6441) por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e mantido o sedimento (pellet).
O sedimento de células foi ressuspendido em 200 puL de PBS e a suspenséao
celular transferida para tubo de 1,5 mL contendo 20 pL de proteinase K
(fornecida pelo kit). A mistura foi homogeneizada e incubada a 56°C por 10
minutos a temperatura ambiente. Apés, foram adicionados 200 pL de etanol a
96-100% (Merck) e a mistura transferida para a coluna QIAamp Mini spin
column. Seguiram-se as etapas de lavagem, e ao final o DNA foi eluido em 200
pL do tampéo de eluicdo AE. A concentracdo de DNA purificado foi medida no
comprimento de onda de 260 nm em espectrofotbmetro Nanodrop ND1000
(Thermo Scientific, USA). As amostras de DNA purificado foram armazenadas
a -20°C.

4.6.2 Verificacdo da presenca de inibidores da PCR nas amostras
cervicais e da integridade do DNA extraido

O DNA extraido das amostras cervicais foi submetido a PCR para
amplificacdo do gene da beta globina humana para o controle da presenca de
inibidores da PCR nas preparacdes e da integridade do DNA extraido. Para tal,
foram utilizados os iniciadores PCO3 (5"-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3" e
PCO4 (5- CAACTTCATCCACGTTCACC - 3") (Saiki et al., 1988), que geram
um produto de 110 pares de base (pb).

Para amplificagdo do fragmento de 110 pb do gene B-globina humano
foram utilizados 2 pL de DNA; 2 pL de tampdo STR 10X Promega (500 mM
KCI, 100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,3 pL
de Gold Taq polimerase a 5 U/uL (Promega); 1 pL do iniciador senso (10 puM);
1 pL de iniciador anti-senso (10 uM) e H,O até o volume final de 20 pL.

A amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a
94°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
pareamento a 53°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 1 minuto; e um passo
final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

Para verificacdo da amplificacdo do fragmento do gene da beta globina,

5 pL do produto da PCR foram adicionados a 1 puL de tampé&o de amostra 6 X
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(azul de bromofenol a 0,25%; xilenocianol a 0,25%; Ficoll 400 a 15% em 5 X
TBE) e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% em tampéo
TBE 1 X (Tris-Borato-EDTA) a uma voltagem constante de 100 V por cerca de
30 a 40 minutos. Apoés, o gel foi corado com nitrato de prata de acordo com

Sanguineti e colaboradores (1994) com modificacoes.

4.6.3 Deteccédo do DNA do HPV pela nested-PCR

A deteccdo do DNA de HPV nas amostras cervicais foi feita por nested-
PCR, sendo primeiramente, o fragmento do gene L1 amplificado com os
iniciadores consensos MY09 e MY11 que pareiam a uma regido conservada do
gene L1 dos HPV tipo 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, IS39, CP8304, CP6108, MM4,
MM7, MM8, que infectam a mucosa genital, gerando um produto de 450 pares
de base (pb). Na sequéncia dos iniciadores MY09 (5'-
CGTCCMARRGGAWACTGTC-3) e MY11 (5°-
GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3"), M corresponde as bases A/C, W as bases
AIT e R as bases A/G (Gravitt et al., 2000). Na reacado para amplificacdo do
fragmento 450 pb com os iniciadores MY11 e MY09 foram utilizados 10 uL de
DNA extraido; 2 pL de tampéo STR 10X Promega (500 mM KCI, 100 mM Tris-
HCI, 15 mM MgCl,, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,3 pL de Gold Taq
polimerase (Promega; 5 U/uL); 1 pL do iniciador senso (10uM); 1 pL de
iniciador anti-senso (10 uM) e H,O até o volume final de 20 pL. A amplificacédo
ocorreu nas seguintes condi¢cdes: desnaturagao inicial a 95°C por 4 minutos,
seguida de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, pareamento a 53°C por 1 minuto e
extensao a 72°C por 1 minuto; seguidos de um passo final de extenséo a 72°C
por 10 minutos.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade na
detecgédo do genoma de HPV nas amostras cervicais, o amplificado da primeira
reagao foi submetido a uma segunda reagédo com par de iniciadores GP5+ (5’
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3’) e GP6+ (5
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3’) que amplificam um fragmento de 150
pb internos ao fragmento de 450 pb amplificado na primeira reacédo (Zehbe &
Wilander, 1996; Husnjak et al., 2000; Fuessel-Haws et al., 2004). Como
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controle positivo da reacdo de amplificacdo foi utilizado o DNA extraido da
linhagem celular HeLa. Na segunda reacédo (nested) feita com os iniciadores
GP5+ e GP6+ para amplificacdo do fragmento 150 pb foram utilizados 10 pL do
produto da primeira PCR; 4 uL de tampédo STR 10 X Promega (500 mM KCl,
100 mM Tris-HCI, 15 mM MgCl,, 1% Triton X-100 e 2 mM dNTP); 0,6 uL de
Gold Taqg polimerase (Promega; 5 U/uL); 2 pL do iniciador senso (10 pM); 2 pL
de iniciador anti-senso (10 uM) e H,O até o volume final de 50 pL. A
amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 95°C por
4 minutos, seguida de 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 1 minuto,
pareamento a 40°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto; e um passo
final de extensao a 72°C por 10 minutos.

Para verificagcdo da banda de interesse (150 pb), 5 uL do produto da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel analitico de poliacrilamida a 8%
(como descrito no item 5.5.2). Os 45 uL restantes foram submetidos a
eletroforose em gel preparativo de agarose a 2% para excisao e purificagcdo do
DNA da banda de interesse para a genotipagem de HPV pelo sequenciamento

automatico de DNA como descrito no item 5.5.4.

4.6.4 Genotipagem do HPV por sequenciamento automatico

Para a purificacdo da banda de 150 pb do gene L1, amplificado a partir
das amostras cervicais pela nested-PCR, 45 uL da reacdo foram acrescidas de
tampdo de amostra de 6X Loading Dye (Fermentas) e fracionadas por
eletroforese preparativa em gel preparativo de agarose a 2% em tampao TAE
0,5X. A corrida foi feita em cuba para eletroforese horizontal (MUPID Exu,
Advance, Japéao) contendo um volume apropriado de TAE 0,5X, a 100 V. Para
a visualizagcdo do DNA fracionado sob a luz UV, o corante fluorescente de
acidos nucleicos GelRed® (Biotium, USA) foi adicionado ao gel de agarose e
também ao tampé&o de corrida na concentracao indicada pelo fabricante. O gel
contendo os fragmentos de DNA foi visualizado e fotografado sob Iluz
ultravioleta (UV) no aparato ImageQuant LAS 4000 series (GE Healthcare Life
Sciences). A banda de 150 pb foi recortada do gel com o auxilio de bisturi, para

extracdo de DNA pelo Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acordo com as
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instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em espectrémetro
Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific).

A reacao de sequenciamento de ambas as fitas do DNA do fragmento do
gene L1 foi realizada em placa de 96 pocos (N801-0560 MicroAmp 96—well
Reaction plate, Applied Biosystems) em termociclador Applied Biosystems®
GeneAmp Thermal Cycler 9700, (Life Technologies), utilizando-se o Kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®, Life
Technologies) adicionando-se 20 a 30 ng do produto de PCR de 150 pb
purificado. Inicialmente, as amostras foram aquecidas a 96°C por um minuto
para desnaturacao das fitas e, apds, submetidas por 35 ciclos de 96°C por 15
segundos para desnaturacdo; 50°C por 15 segundos para pareamento do
iniciador, 60°C por 4 minutos para extensdo. Apods, as reaclOes de
sequenciamento foram submetidas a um processo de precipitacdo para
eliminagdo dos iniciadores e dos dideoxinucleotideos marcados com
fluorocromos nao utilizados na reagédo, sendo o DNA precipitado desnaturado
pela adicdo de 10 ulL/poco de formamida.

A corrida foi feita no sequenciador da empresa Myleus Biotechnology,
em sequenciador automatico capilar ABI 3130 (Life Technologies). Para andlise
dos cromatogramas foi utilizado o software Sequence Scanner Software
(Applied Biosystems) disponivel no link

(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate

2&catlD=600583&tab=Detaillnfo). @ As sequéncias nucleotidicas foram

analisadas pelo programa BLAST N (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

4.7 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas do estudo foram utilizados os programas
MINITAB 16 (Minitab Inc., State College, Pennsylvania) e R (Version 2.15.3;
http://www.r-project.org). No R, foi utilizado o pacote ROC.

Os testes estatisticos, selecionados de acordo com o0s objetivos

descritos, foram feitos pelo Dr. Marcelo Antdnio Pascoal Xavier (Figura 16).
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- Método(s) e
Objetivo _ Caracteristica
estatistico(s)

Comparacdes Qui-quadrado, Teste te o o
_ Significancia estatistica: p < 0,05
entre grupos Mann-Whitney
Correlacao entre o o
Pearson Significancia estatistica: p < 0,05
grupos
Valores do Kappa e concordancia:
Variabilidade entre <0 = nula; 0-39 = pobre; 40-59 =
Kappa .
observadores moderada; 60-79 = 6tima; 80-100 =
excelente concordancia.
Relacéo entre , . .
L . . Medida de associagéo: Odds ratio
variaveis Regresséo logistica

. (OR)
categorlcas

Figura 16 - Testes estatisticos utilizados nesse estudo.

5 RESULTADOS

5.1 Selecao das pacientes

Para este estudo foram selecionadas 96 pacientes para o grupo “Atipia
em células escamosas — ASC”, de acordo com conclusédo do laudo do exame
citopatolégico prévio, realizado no segundo semestre de 2013 e primeiro
semestre de 2014. Destas, 64 pacientes foram excluidas por ndo conseguirmos
contato telefénico, muitas vezes por causa de dados desatualizados ou
inexistentes da base de dados (NET-TERN) da Unidade Funcional Jenny Faria
do HC-UFMG. Portanto, 32 pacientes concordaram em participar e foram
convidadas a retornar a Unidade Funcional Jenny Faria para nova coleta.
Destas, 5 pacientes ndo compareceram e 2 foram excluidas por apresentarem
carcinoma de células escamosas (CCE).

Para o grupo “Controle” constituido por pacientes com alteracbes
celulares benignas reativas ou reparativas (negativo para neoplasia) foram
selecionadas 24 pacientes durante a rotina do exame ginecoldgico na Unidade

Funcional Jenny Faria do HC-UFMG. Entretanto, 14 pacientes foram excluidas
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do estudo porque nao foram obtidas células suficientes para preparo do bloco
celular (Figura 17).

Em suma, foram inseridas neste estudo 35 pacientes, que foram
subdivididas nos grupos “Controle” e “ASC”. Dez pacientes, com idade média
de 42 anos, formaram o grupo “Controle” e 25 pacientes, com idade média de
40 anos, integraram o grupo “ASC” (ASC-US e ASC-H). Todas as pacientes
séo procedentes do municipio de Belo Horizonte ou da regido metropolitana de

Belo Horizonte.

Triagem de pacientes para o grupo Triagem de pacientes para o grupo
ASC Controle
Diagnostico citopatologico de ASC Consultorio
[ Selecionadas: 96 pacientes ] [ Coleta: 24 pacientes ]
Tentativa de contato l 14 pacientes excluidas
[ Recrutamento: 32 pacientes ] [ Grupo Controle: 10 pacientes ]
5 ndo compareceram

Coleta: 27 pacientes ]

l 2 excluidas (CCE)

[

Grupo ASC: 25 pacientes ]

Figura 17 - Fluxograma de selecao/triagem de pacientes para inclusao nos
grupos ASC e Controle desse estudo.

5.2 Teste de Papanicolaou

Conforme desenho do estudo, no retorno ambulatorial, foram coletadas
amostras para citologia oncatica convencional (Teste de Papanicolaou), e logo
em seguida, foram coletadas novas amostras para citologia em meio liquido,
com o kit ThinPrep/PreservCyt (Cytic Corp.USA).
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Os resultados dos testes de Papanicolaou das pacientes estao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados do teste de Papanicolau das pacientes do estudo

Diagnéstico’/Grupo “Controle” (%) “ASC” (%) Total (%)
AlteracOes benignas 08 (80,00) 19 (76,00) 27 (77,14)
ASC-US 01 (10,00) 4 (16,00) 5 (14,29)
ASC-H 01 (10,00) 1 (4,00) 2 (5,71)
LSIL 0 0 0
HSIL 0 1 (4,00) 1 (2,86)
CA 0 0 0
Total 10 (100,00) 25 (100,00) 35 (100,00)

1 — Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA, 2006).
ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.

Considerando os critérios de inclusdo do estudo, no seu intervalo de
desenvolvimento, particularmente o exame especular do colo uterino normal,
os resultados demonstraram que, no grupo controle (n=10), uma paciente
progrediu para o diagnostico ASC-US e outra para ASC-H. As demais
pacientes permaneceram com diagnéstico de alteragbes benignas,
permanecendo no grupo “Controle”.

Ja no grupo ASC, 4 pacientes foram diagnosticadas como ASC-US e 1
paciente com ASC-H. Entretanto, 19 das 25 pacientes selecionadas com ASC
na etapa de triagem apresentaram somente lesdes benignas, e, portanto, foram
reposicionadas para o grupo “Controle”. Outra paciente progrediu para lesao
intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) e foi excluida por ndo fazer parte
dos objetivos deste estudo.

Os resultados do Teste de Papanicolaou nas pacientes selecionadas
permitiram a inclusdo das pacientes em dois novos grupos: o grupo “ACB”,
constituido pelas 27 pacientes com diagnéstico de alteracdes celulares
benignas e o grupo “ASC” pelas 7 pacientes com diagnéstico de atipias
celulares epiteliais. Portanto, todas as comparacfes e andlises definidas nos

objetivos consideraram esse reagrupamento (“ACB”x “ASC”).
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5.3 Adequabilidade da amostra de bloco de células

A coleta de uma amostra celular adequada é um pré-requisito para
alcancar uma interpretacdo citolégica que indique, de forma confiavel, a
existéncia de uma patologia. A andlise dos blocos de células, corados pela
hematoxilina e eosina (HE), no que diz respeito a adequabilidade das
amostras, esta sumarizada na Tabela 2.

Neste estudo foram consideradas como amostra satisfatoria aquela que
apresentou 10 ou mais células epiteliais escamosas por lamina, e como
insatisfatoria aquela que apresentou menos de 10 células epiteliais escamosas
por lamina. Vale ressaltar que a classificacdo de uma amostra como
insatisfatoria indica que a amostra ndo é confiavel para a deteccdo de
anormalidades epiteliais cervicais e, portanto, na rotina clinica seria
recomendavel que nova amostra fosse coletada da paciente em questdo.
Entretanto, mesmo as amostras classificadas como insatisfatorias sao
analisadas pelo patologista na rotina clinica. Portanto, todas as 34 amostras

cervicais foram analisadas em nosso estudo.

Tabela 2 - Adequabilidade das amostras de blocos celulares

Condicdo/Grupo “ACB” (%) “ASC” (%) Total (%)
Satisfatéria 23 (85) 06 (86) 29 (85)
Insatisfatéria 04 (15) 01 (14) 05 (15)
Total 27 (100) 07(100) 34 (100)

ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H; “ACB”: amostras com alteracdes
celulares benignas.

Dentre o grupo “ACB”, 04 amostras (15%) foram classificadas como
insatisfatorias. Apenas 01 amostra do grupo “ASC” apresentou menos de 10
células na preparagdo e foi classificada como insatisfatoria. Assim sendo, 85%
das amostras dos blocos de células foram consideradas satisfatérias para

analise morfolégica (Figura 18).
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Figura 18 - Amostra de bloco de células classificada como satisfatoria.
Bloco de células (obtido como descrito no item 5.4.2. de Material e Métodos) apresentando
agrupamento de células escamosas com quantidade superior a 10 células por lamina.
Coloracéo feita com hematoxilina/eosina. Aumento de 20X.

5.4 Desempenho do método bloco de células para o diagndéstico

Os principais parametros citopatologicos utilizados para o exame dos
blocos de células (figura 19 a 22) foram os mesmos avaliados nos esfregacos
celulares provenientes do colo uterino para o Teste de Papanicolaou.

Os seguintes parametros, recomendados pela Classificacdo
Citopatoldgica Brasileira (INCA, 2006), com suas respectivas categorizacoes,
foram utilizados:

(@) tamanho do ndcleo (TN), sendo 0 = inalterado; 1 = aumentado
(cariomegalia);

(b) relacdo nucleo-citoplasma (RCN), sendo O = inalterada; 1= reduzida;

(c) coloracéo do nucleo (COLN), sendo 0 = normocrémico; 1 = hipercrémico;

(d) forma do nucleo (FORMA), sendo 0 = arredondada; 1 = irregular;
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(e) distribuicdo da cromatina (CROMA), sendo 0O = homogénea; 1 =

heterogénea.

-

LW\

Figura 19 - Representacdo dos principais parametros citopatologicos
avaliados nos blocos de células. Agrupamento de células escamosas superficiais
reativas apresentando nucleos arredondados. Colora¢do feita com hematoxilina e eosina.

Aumento de 20 X.

. & = F
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Figura 20 - Representacdo dos principais parametros citopatoldgicos

avaliados nos blocos de células. Agrupamento de células escamosas mimetizando
um fragmento de epitélio escamoso apresentando altera¢des de maturacao e ceratindcios com
cariomegalia. Coloracéo feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X.
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Figura 21 - Representacdo dos principais parametros citopatologicos
avaliados nos blocos de células. Agrupamentos de células escamosas apresentando
cariomegalia, aumento da relacdo nucleo/citoplasma, nucleo hipercrémico e distribuicdo
irregular da cromatina. Coloracao feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X.
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Figura 22 - Representacdo dos principais parametros citopatoldgicos

avaliados nos blocos de células. Agrupamentos de células escamosas apresentando
cariomegalia, aumento da relacdo nucleo/citoplasma, nucleo hipercrémico e distribuicao
irregular da cromatina. Coloracéo feita com hematoxilina e eosina. Aumento de 20 X.

Considerando o diagnéstico citopatologico convencional (exame de
Papanicolaou) como padréo, a tabela 3 sumariza os resultados da avaliacao
dos blocos celulares dos grupos “ACB”, contendo as 27 pacientes com
conclusdo diagnostica de “Alteragbes celulares benignas reativas ou
reparativas - Negativo para neoplasia’, e do grupo “ASC”, contendo as 7

pacientes com conclusdes diagndsticas de “ASC-US” e “ASC-H”.
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Tabela 3. Avaliacdo de parametros citopatolégicos nas amostras de
blocos de células

Parametro Grupo “ACB” Total Grupo “ASC” Total
(%) (%)
0 1 0 1
(%) (%) (%) (%)
TN 7 20 27 2 5 7
(25,93) (74,07) (100,00) (28,57) (71,43) (100,00)
RCN 7 20 27 2 5 7
(25,93) (74,07) (100,00) (28,57) (71,43) (100,00)
COLN 8 19 27 2 5 7
(29,63) (70,37) (100,00) (28,57) (71,43) (100,00)
FORMA 11 16 27 2 5 7
(40,74) (59,26) (100,00) (28,57) (71,43) (100,00)
CROMA 7 20 27 2 5 7

(25,93) (74,07)  (100,00)  (28,57) (71,43)  (100,00)

“ACB”: amostras com alteragdes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H. Tamanho do nicleo (TN) sendo 0 = inalterado, 1 = aumentado; relagéo nucleo-
citoplasma (RCN) sendo O = inalterada, 1= reduzida; coloracdo do ndcleo (COLN) sendo O
normocrémico, 1 = hipercrédmico; forma do ndcleo (FORMA) sendo 0 = arredondada, 1
irregular; distribuicdo da cromatina (CROMA) sendo 0 = homogénea, 1 = heterogénea.

Esses resultados demonstraram que o exame dos principais parametros
citopatoldgicos da citologia convencional sdo bem reproduzidos no exame dos
blocos de células. Observam-se, tanto no grupo “ACB”, assim como no grupo
“ASC”, a predominancia de células com cariomegalia, 0 aumento da relacéo
ndcleo/citoplasma, hipercromasia, irregularidades da forma nuclear e
distribuicdo heterogénea da cromatina.

Quando se compara o diagnostico final obtido pelo exame dos blocos de
células com o diagnostico citopatoldégico convencional padrdo (teste
Papanicolaou) os resultados do desempenho dos blocos celulares em relagéo
ao diagndstico do grupo “ACB” e “ASC” demonstram sensibilidade de 38,46%,
especificidade de 90,47%, valor preditivo positivo (VPP) de 71,42% e valor
preditivo negativo (VPN) de 29,62% (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados do exame dos blocos de células e do teste
de Papanicolaou (citologia)
Blocos de Células

Citologia Grupo “ASC” Grupo “ACB” Total
Grupo “ASC” 5 2 7
Grupo “ACB” 8 19 27

Total 13 21 34

“ACB”: amostras com alteragdes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H.

Graficamente, o resultado do desempenho dos blocos de células em
relacdo ao diagnodstico dos grupos “ACB” e “ASC”, em relagdo ao teste

Papanicolaou (citologia), esta representado na curva ROC na Figura 23.
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Figura 23 - Curva ROC dos resultados do exame dos blocos de
células em relacdo ao teste de Papanicolaou.

Os resultados demonstram 6tima especificidade (90,47%) e bom valor
preditivo positivo (71,42%) do exame dos blocos de células. Entretanto, a
sensibilidade (38,46%), o valor preditivo negativo (29,62%) e a area sob a
curva ROC (AUC = 0,51) demonstraram baixos valores para a aplicabilidade

dos blocos de células na triagem do cancer do colo do utero.
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5.5 Variabilidade interobservador no diagnéstico dos blocos de células

A analise da variabilidade interobservador no diagnostico citopatolégico
dos blocos de células, corados pela hematoxilina e eosina (HE), foi subdividida
nos grupos “ACB” e “ASC”. Para cada grupo foram analisadas as
concordancias de cada observador versus o resultado do teste de
Papanicolaou (padréo), as concordancias entre observadores e a concordancia
de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou, de acordo com as
respostas: 0 = Alteracdes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 =
LIEAG.

Em relagdo ao grupo “ACB”, as analises das concordancias de cada
observador versus o teste de Papanicolaou padrdo estdo sintetizadas na
Tabela 5.

Observa-se que a concordancia foi nula (Kappa= < 0) entre cada
observador versus o teste de Papanicolaou em relagdo ao grupo “ACB”, no
diagnéstico de todos os tipos de lesdes.

Tabela 5. Analise das concordancias do diagnostico dos blocos de
células dos observadores denominados 1, 2 e 3 versus o teste de
Papanicolaou em relagao ao grupo “ACB”

Observador Resposta Kappa DP! Kappa Z p valor
0 -0,54 0,19 -2,82 1,00
1 -0,28 0,19 -1,48 0,93
2 * * * *
1 3 -0,15 0,19 -0,77 0,78
4 * * * *
Global -0,37 0,14 -2,53 1,00
0 -0,63 0,20 -3,30 1,00
1 -0,17 0,20 -0,90 0,81
5 2 -0,08 0,20 -0,41 0,66
3 -0,20 0,20 -1,03 0,85
4 * * * *
Global -0,36 0,12 -2,87 1,00
0 -0,54 0,20 -2,82 1,00
1 -0,14 0,20 -0,77 0,78
3 2 -0,02 0,20 -0,10 0,54
3 -0,22 0,20 -1,18 0,88
4 -0,01 0,20 -0,10 0,54
Global -0,33 0,13 -2,50 1,00

" DP: Desvio padréo; * Auséncia de resposta. 0 = Alteracdes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-

H; 3 = LIEBG; 4 = LIEAG. “ACB” = amostras com alteracdes celulares benignas
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A andlise da concordéancia entre observadores esta sintetizada na
Tabela 6. Observa-se que a concordancia entre os observadores foi pobre ou
nula em todos os diagndsticos em relagdo ao grupo “ACB”. Sendo nula na
concordancia do diagnostico de alteracbes benignas (Kappa= -0,06), ASC-US
(Kappa= - 0,11) e LIEAG (Kappa= - 0,01). Ja para o diagnostico de ASC-H e
LIEBG observa-se uma concordancia pobre com valores de Kappa de 0,14 e
0,10, respectivamente.

Tabela 6 - Andlise da concordancia do diagnostico dos blocos de células
entre os observadores 1, 2 e 3 em relagao ao grupo “ACB”

Resposta Kappa DP! Kappa z p valor
0 -0,06 0,11 -0,54 0,70
1 -0,11 0,11 -1,00 0,84
2 0,14 0,11 1,32 0,10
3 0,10 0,11 0,84 0,20
4 -0,01 0,11 -0,11 0,54
Global -0,01 0,06 -0,16 0,56

' DP: Desvio padrdo. 0 = Alteracdes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 =

LIEAG. "ACB” = amostras com alteragdes celulares benignas

A analise da concordancia de todos 0s observadores versus o teste de
Papanicolaou esta representada na Tabela 7. Novamente observa-se que a
concordancia de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou foram
nulas para o diagnéstico de alteracGes benignas, ASC-US e LIEBG em relacdo

ao grupo “ACB”.

Tabela 7 - Andlise da concordancia do diagnostico dos blocos de células
de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou em relacdo ao
grupo “ACB”

Resposta Kappa pp! Kappa z p valor
0 -0,57 0,11 -5,16 1,00
1 -0,20 0,11 -1,82 1,00
2 % % * *
3 -0,20 0,11 -1,72 0,95
4 * * * *
Global -0,35 0,07 -4,54 1,00

" DP: Desvio padrdo; * Auséncia de resposta. 0 = Alteracdes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-

H; 3 = LIEBG; 4 = LIEAG. “ACB” = amostras com alteragbes celulares benignas
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A analise global da concordancia de todos os observadores versus o
teste de Papanicolaou, em relagao ao grupo “ACB”, também esta representada
na Figura 24.
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Figura 24 - Analise global da concordancia de todos os observadores

versus o teste de Papanicolaou, em relagao ao grupo “ACB”.

Em relacdo ao grupo “ASC”, as concordancias de cada observador
versus o teste de Papanicolaou padréo estdo sintetizadas na Tabela 8. A
analise da concordancia entre observadores esta sintetizada na Tabela 9.
Observa-se que, como no grupo “ACB”, a concordancia foi nula (Kappa= < 0)
entre cada observador versus o teste de Papanicolaou em relagdo ao grupo
“ASC”, no diagndstico de todos os tipos de lesdes.

Em relacdo a concordancia entre observadores, sintetizada na tabela 9,
observa-se que para o diagnostico de alteracdes benignas, ASC-US, ASC-H,

LIEBG e LIEAG os valores de Kappa indicam concordancia nula.
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Tabela 8 - Andlise das concordancias do diagnéstico dos blocos de
células dos observadores 1, 2 e 3 versus o teste de Papanicolaou em
relagado ao grupo “ASC”

Observador Resposta Kappa pp! Kappa z p valor
0 -0,16 0,37 -0,44 0,67
1 -0,55 0,37 -1,47 0,92
1 2 * * * *
3 -0,27 0,37 -0,72 0,76
4 * * * *
Global -0,37 0,28 -1,31 0,90
0 -0,07 0,37 -0,20 0,58
1 -0,75 0,37 -2,00 1,00
2 2 -0,07 0,37 -0,20 0,58
3 -0,16 0,37 -0,44 0,67
4 -0,16 0,37 -0,44 0,67
Global -0,37 0,22 -1,70 0,95
0 -0,16 0,37 -0,44 0,67
1 -0,27 0,37 -0,72 0,76
3 2 * * * *
3 -0,07 0,37 -0,20 0,58
4 * * * *
Global -0,20 0,30 -0,67 0,74

" DP: Desvio padrao; grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.
* Auséncia de resposta. 0 = Altera¢Bes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 =
LIEAG. ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.

Tabela 9 - Analise da concordancia do diagndéstico dos blocos de células
entre os observadores 1, 2 e 3 em relagao ao grupo “ASC”

Resposta Kappa pp! Kappa z p valor
0 -0,05 0,22 -0,23 0,60
1 -0,07 0,22 -0,32 0,62
2 -0,05 0,22 -0,23 0,60
3 0,06 0,22 0,30 0,38
4 -0,10 0,22 -0,48 0,68
Global -0,03 0,12 -0,24 0,60

" DP: Desvio padrdo. Grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.
0 = AlteracBes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG,; 4 = LIEAG.

A andlise da concordancia de todos os observadores versus o teste de
Papanicolaou esta representada na Tabela 10. Novamente observa-se que a
concordancia de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou foram
nulas para o diagnostico de alteragdes benignas, ASC-US e LIEBG em relagéo
ao grupo “ASC”, com valores de Kappa de - 0,13; - 0,52 e - 0,17,
respectivamente. Houve auséncia de resposta para o diagnostico de ASC-H e
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LIEAG. A analise global da concordancia de todos os observadores versus o

teste de Papanicolaou, em relagdo ao grupo “ASC” também esta representada

na Figura 25.

Tabela 10 - Analise da concordancia do diagnéstico dos blocos celulares
de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou em relacdo ao

p valor

grupo “ASC”
Resposta Kappa DP’ Kappa

0 -0,13
1 -0,52
2 %k
3 -0,17
4 *

Global -0,31

0,73
1,00

*

0,78

*

1,00

" DP: Desvio padrdo. Grupo ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.

* Auséncia de resposta. 0 = Altera¢gfes benignas; 1 = ASC-US; 2 = ASC-H; 3 = LIEBG; 4 =

LIEAG.
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Figura 25 - Analise global da concordancia de todos os observadores
versus o teste de Papanicolaou, em relagao ao grupo “ASC”.

Em resumo, as andlises das concordancias de cada observador versus o

teste de Papanicolaou (padrdo), das concordancias entre observadores e da

concordancia de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou
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demonstraram grande variabilidade na avaliacdo dos blocos celulares corados
pela HE, especialmente no diagndéstico do grupo “ACB”, com todos os testes
Kappa apresentando valores entre regular e bom. Globalmente, os melhores
resultados das taxas de concordancias, indicados nas Figuras 24 e 25, foram,
respectivamente para os grupos “ACB” e “ASC”, 29,63% dos observadores 1 e
3 (IC 95% variando entre 13,75% e 50,18%) e 57,14% do observador 3 (IC
95% entre 18,41% e 90,10%).

5.6 Expressdo das proteinas RAP1, p16™ * e Ki-67

As andlises comparativas e de desempenho da expressao
imunocitoquimica das proteinas RAP1l, pl6 e Ki-67 no diagnostico
citopatoldgico dos blocos de células, foi subdividida nos grupos “ACB”, das 27
pacientes com conclusdo diagnostica de “alteragdes celulares benignas”, e
“ASC”, das 7 pacientes com conclusdes diagnosticas de “ASC-US” e “ASC-H”.
Blocos de células HelLa foram utilizados como controle positivo de todas as
reacdes imunoenzimaticas (Figura 26 a 28).

Para cada grupo, foram analisados os seguintes parametros:

(i) percentagem de células positivas (menor que 10% ou maior que 10% de
células com coloracédo positiva para RAP1 e p16 e menor que 1% ou maior que
1% de células com coloracéo positiva para Ki-67);

(ii) localizacdo da imunomarcacéo nas células;

(i) intensidade da coloracdo (classificada como 0, 1+, 2+, ou 3+). Para fins
estatisticos, considerou-se a seguinte dicotomia: negativo, para intensidades 0
ou 1+; e positivo, para intensidades 2+ ou 3+.

Os resultados das reacdes imunocitoquimicas nos blocos de células
HelLa demonstraram reatividade citoplasmatica e nuclear, moderada a forte,

para o anticorpo primario anti-RAP1 (Figura 26).
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Figura 26 - Imunocoloracéo de RAP1 em células Hela. Blocos de células HeLa
foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquimica deste
estudo.

Para os anticorpos primarios anti-p16 e anti-Ki-67, a reatividade foi muito
forte e localizada no citoplasma e nucleo para p16, e somente no nicleo para
Ki-67, como demonstrado nas figuras 27 e 28, respectivamente.
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Figura 27 - Imunocoloragdo de pl16 em células Hela. Blocos de células HelLa
foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquimica deste
estudo.
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Figura 28 - Imunocoloracéo de Ki-67 em células HelLa. Blocos de células HelLa
foram utilizados como controle positivo em todos os experimentos de imunocitoquimica deste
estudo.

A analise imunocitoquimica da expressdo de RAP1 nos blocos de

células escamosas dos grupos “ACB” e “ASC” estao sintetizados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Parametros imunocitoquimicos de RAP1 em blocos de células

dos grupos “ACB” e “ASC”

Numero de pacientes (%) P valor*
Parametro Grupo “ACB” Grupo “ASC”
Numero total de amostras 27 7 -
Percentual de células com
reacao positiva para RAP1
< 10% 11 (40,74) 3 (42,86) 0,920
> 10% 16 (59,26) 4 (57,14) 0,920
Localizacao celular da reacéo
positiva para RAP1
Ausente 5 (18,52) 1 (14,29) 0,000
Citoplasma 8 (29,63) 1 (14,29) 0,000
Nucleo 1(3,70) 0 (0) -
Nucleo e citoplasma 13 (48,15) 5(71,43) 0,000
Intensidade da reacéo
0 6 (22,22) 1(14,29) 0,000
1+ 6 (22,22) 3 (42,87) 0,000
2+ 12 (44,44) 1 (14,29) 0,000
3+ 3(11,11) 2 (28,58) --
Resultado da reacao
Negativo 12 (44,44) 4 (57,14) 0,022
Positivo 15 (55,56) 3 (42,86) 0,022

* P valor indica significancia estatistica da relagdo entre os grupos e paradmetros. “ACB” =

amostras com alteragfes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-US ou

ASC-H.

As Figuras 29 e 30 ilustram os principais resultados da analise

imunocitoquimica da proteina RAP1 nos blocos de células de acordo com os

grupos “ACB” e “ASC”.
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Figura 29 — Expressao de RAP1 nos blocos de células cervicais. Ae B -
Reatividade citoplasmatica de RAP1 nas células escamosas superficiais reativas e nas células
colunares. Aumento 40X.
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Figura 30 — Expressdo de RAP1 nos blocos de células cervicais. C e D -
Reatividade citoplasmética e nuclear de RAP1 nas células escamosas atipicas. Aumento 40X.

Em suma, a imunocitoquimica da proteina RAP1, em ambos os grupos,
apresentou predominio de 10% ou mais das células com reacdo positiva,
localizada majoritariamente no citoplasma e no nucleo. Quanto a intensidade
da reacao, observou-se predominio da intensidade moderada (2+) no grupo

“ACB” e igualdade dos percentuais das intensidades fraca (1+) e moderada
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(2+) no grupo “ASC”. Em conjunto, esses achados indicaram resultado positivo

da proteina RAP1 na maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou 55,56%)

e resultado negativo de RAP1 na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou

57,14%).

Quando se compara o resultado da reacdo imunocitoquimica de RAP1

com o diagndstico citopatolégico convencional padréo (teste Papanicolau)

representado na Tabela 12, os resultados do desempenho da imunocitoquimica

de RAP1 em relagdo ao diagnédstico dos grupos “ACB” e “ASC” demonstram

sensibilidade de 16,66%, especificidade de 75,00%, valor preditivo positivo de

42,85% e valor preditivo negativo de 55,55%.

Tabela 12 - Resultados da imunocitoquimica de RAP1 e do teste
de Papanicolaou

Blocos de células

Citologia Grupo “ASC” Grupo “ACB” Total
Grupo “ASC” 3 4 7
Grupo “ACB” 15 12 27

Total 18 16 34

Graficamente, o resultado do desempenho da imunocitoquimica de

RAP1 em relagdo ao diagndstico dos grupos “ACB” e “ASC”, em relagao ao

teste Papanicolaou, esté representado na curva ROC (Figura 31):
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Figura 31 - Curva ROC da imunocitoquimica de RAP1 em
relacdo ao teste de Papanicolaou.

Os resultados demonstram uma boa especificidade (75,00%).
Entretanto, a sensibilidade (16,66%), os valores preditivos, positivo (42,85%) e
negativo (55,55%) e a area sob a curva ROC (AUC= 0,44) demonstraram
baixos valores para a aplicabilidade da imunocitoquimica de RAP1 na triagem
do cancer do colo do utero.

Em relacdo a proteina pl6, a tabela 13 sintetiza os resultados da analise
imunocitoquimica desta proteina nos blocos de células, de acordo com o0s
grupos “ACB” e “ASC”.

Tabela 13 - Parametros imuno-citoquimicos de p16 em blocos de células
dos grupos “ACB” e “ASC”

Numero de pacientes (%) P valor*
Parametro Grupo “ACB” Grupo “ASC”
Numero total de amostras 27 7 --
Percentual de células com
reacao positiva para p16
<10 25 (92,59) 7 (100,0) 0,300
> 10 2 (7,41) - -
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Localizacao celular da reacéo
positiva para p16
Ausente
Citoplasma
Nucleo
Nucleo e citoplasma
Intensidade da reacéo
0
1+
2+
3+
Resultado da reacao
Negativo

Positivo

25 (92,59)
2 (7,41)

25 (92,59)
2 (7,41)

27 (100,0)

7 (100,0)

7 (100,0)

7 (100,00)

*P valor indica significAncia estatistica da relacéo entre os grupos e pardmetros.

“ACB” = amostras com alteragdes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.

A Figura 32 ilustra os principais resultados da andlise imunocitoquimica

da proteina p16 nos blocos de células, de acordo com os grupos “ACB” e

I(ASC” .
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Figura 32 — Expresséo de pl16 nos blocos celulares. A e B — Agrupamento de
células epiteliais reativas demonstrando discreta reatividade citoplasmatica. Aumento 40X.

A tabela 14 sintetiza o0s principais resultados da analise
imunocitoquimica da proteina Ki-67 nos blocos celulares nos grupos “ACB” e
“ASC”.
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Tabela 14. Pardmetros imuno-citoquimicos de Ki-67 em blocos celulares
dos grupos “ACB” e “ASC”

Numero de pacientes (%) P valor*
Parametro Grupo “ACB” Grupo “ASC”
Numero total de amostras 27 7 -
Percentual de células com
reacao positiva para Ki-67
<1 26 (96,30) 7 (100,0) 0,213
>1 1(3,70) -- --
Intensidade da reacéo
0 21 (77,78) 6 (79,41) 0,407
1+ 3(11,11) 1 (14,29) 0,407
2+ 3(11,11) 0 (0) --
3+ 0 (0) 0 (0) -
Resultado da reacao
Negativo 24 (88,89) 7 (100,0) 0,407
Positivo 3(11,11) -- -

* P valor indica significAncia estatistica da relagao entre 0s grupos e parametros.
“ACB”: amostras com alteragcbes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H.

A Figura 33 ilustra os principais resultados da analise imunocitoquimica
da proteina Ki-67 nos blocos de células, de acordo com os grupos “ACB” e
HASC”.
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Figura 33 — Expressado de Ki-67 nos blocos de células cervicais. A e B -
Agrupamento de células escamosas reativas demonstrando coloragdo nuclear fraca e
moderada. Aumento 40X.

Em resumo, as reac¢fes imunocitoquimicas das proteinas pl6 e Ki-67
demonstraram, em ambos os grupos, predominio absoluto ou totalidade de
resultados negativos, ou seja, ambos biomarcadores apresentaram

combinac¢des de uma maior quantidade de células sem reatividade com uma
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menor quantidade de células fracamente reativas. Consequentemente, as
comparacdes das expressfes imunocitoquimicas de RAP1, pl6 e Ki-67
apresentaram diferencas significativas entre RAP1 e Ki-67 (p = 0,0018) e

diferencas néo calculaveis com o biomarcador p16.

5.7 Verificacdo da presenca de inibidores da PCR nas amostras cervicais
e da integridade do DNA extraido

A verificacdo da presenca de inibidores da PCR e da integridade do DNA
extraido das amostras cervicais foi feita atravées da amplificacdo de um
fragmento de 110 pb do gene da B-globina humana utilizando-se os iniciadores
PCO03 e PC04 (como descrito no item 5.5.2 de Material e Métodos) e esta
ilustrada na figura 34. A amplificacdo do fragmento de 110 pb do gene da (-
globina humana foi verificada nas 7 amostras do grupo ASC e em 24 amostras
do grupo “ACB”. O DNA extraido de 3 amostras do grupo “ACB” que
apresentaram amplificacdo negativa do fragmento de 110 pb do gene da [3-
globina humano também foram utilizados na nested-PCR para a detec¢édo do

genoma de HPV.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15l

Figura 34 - Verificacdo da presenca de inibidores da PCR através da

amplificagao de B-globina humana pela PCR. Gel representativo da amplificagéo
do fragmento de 110 pb do gene de beta globina em amostras cervicais (como descrito no item
5.5.2 de Material e Métodos). Cinco microlitros da segunda reacdo de amplificagdo foram
submetidos a eletroforese em gel analitico de poliacrilamida a 8%. As canaletas 1 a 11
correspondem a amostras cervicais. Como controles positivos foram utilizados DNA extraido
de leucécitos humanos (canaleta 12) e de DNA de células HelLa (canaleta 13). Como padrao
de tamanho molecular (canaleta 15) foi utilizado 100 pb Ladder (Promega G210A) e como
controle negativo foi utilizada agua (canaleta 14).
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5.8 Deteccao e genotipagem do HPV

Os resultados da nested-PCR para a deteccdo do DNA viral nas
amostras dos blocos celulares, de acordo com os grupos “ACB” e “ASC”, pela
concordancia dos métodos nested-PCR e sequenciamento, estdo sintetizados
na Tabela 15.

Tabela 15. Detec¢cao do DNA de HPV nas amostras cervicais

DNA HPV Grupo “ACB” (%) Grupo “ASC” (%) Total (%)
Positivo 09 (33,33) 04 (57,14) 13 (38,24)
Negativo 18 (66,67) 03 (38,24) 21 (61,76)

Total 27 (100,0) 07 (100,0) 34 (100,0)

“ACB”: amostras com alteragbes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-
US ou ASC-H.

O DNA de HPV foi detectado e confirmado por sequenciamento em 9
(33,33%) das 27 amostras “ACB” ,assim como em 4 das 7 amostras do grupo
ASC. Entre as amostras do grupo “ACB”, a maioria (66,67 %) foi negativa.

A figura 35 exemplifica a amplificacédo do fragmento de 150 pb do gene
L1 pela nested-PCR indicando a presenca do DNA do HPV nas respectivas

amostras cervicais.

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
. ’ } ] ) et \(-.z,r\u. 75

Figura 35 - Verificagdo da presenca de DNA do HPV nas amostras

cervicais. Gel analitico representativo dos experimentos de nested-PCR para a deteccdo do
fragmento de 150 pb (indicado pela seta amarela) do gene L1 do HPV nas amostras cervicais.
O DNA extraido de uma aliquota de amostras cervicais foi utilizado como molde para a nested-
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PCR (como descrito no item 5.5.3 de Material e Métodos). Cinco uL da segunda reacdo de

amplificacdo (com GP5+ e GP6+) foram submetidos & eletroforese em gel analitico de
poliacrilamida a 8% corado pela prata. As canaletas 2, 4 a 8 e 10 a 15 correspondem a
diferentes amostras cervicais. Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de células
Hela, que possui DNA do HPV18 integrado ao seu genoma (canaleta 3). Como padrdo de
tamanho molecular (canaleta 9) foi utilizado 25 pb DNA Step Ladder (Promega G4511) e como
controle negativo foi utilizada agua (canaleta 1).

Entretanto, foi verificada a presenca de um amplicon de 175 pb na
nested-PCR de 15 amostras cervicais (13 amostras do grupo “ACB” e 2 do
grupo ASC) ao invés do amplicon esperado de 150 pb (Figura 36). Vale
ressaltar que todos os amplicons foram purificados e sequenciados para
genotipagem do HPV, inclusive os amplicons de 175 pb.

No entanto, o sequenciamento dos amplicons de 175 pb apresentou
ma qualidade impedindo a sua anélise mas, em breve, tais fragmentos seréo
novamente sequenciados. Portanto, as respectivas amostras cervicais foram

consideradas negativas para o DNA do HPV em todas as nossas analises.

150 pb

Figura 36: Deteccdo de DNA do HPV em amostras cervicais pela nested-

PCR. Gel analitico representativo dos experimentos para a detecc¢éo do fragmento de 150 pb
do gene L1 do HPV nas amostras cervicais. As bandas atipicas de 175 pb estdo também
indicadas por seta amarela. As canaletas 2, 3, 5 a 14 correspondem a diferentes amostras
cervicais. Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de células HelLa, que possui DNA
do HPV18 integrado ao seu genoma (canaleta 15). Como padrdo de tamanho molecular
(canaleta 4) foi utilizado 25 pb DNA Step Ladder (Promega G4511). Como controle negativo foi
utilizado agua (canaleta 1).
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O sequenciamento do DNA do fragmento de 150 pb do gene L1 esta

sintetizado na Tabela 16.

Tabela 16. Genotipagem de HPV detectado nas amostras cervicais

Tipo de HPV Grupo “ACB” (%) Grupo “ASC” (%) Total (%)
16 05 (55,56) 04 (100,0) 09 (69,23)

45 01 (11,11) 0 (0) 01 (07,69)

58 02 (22,22) 0 (0) 02 (15,38)

66 01 (11,11) 0 (0) 01 (07,69)
Total 09 (100,0) 04 (100,0) 13 (100,0)

“ACB”: amostras com alteragbes celulares benignas. ASC: amostras classificadas como ASC-

US ou ASC-H.

A figura 37 exemplifica o cromatograma gerado apdés a reacdo de

sequenciamento.

ST piegx LT LTI Vet f e el 04U VLD s VRS LS U 08 LS4 e RETLL L o5 g

Figura 37 - Cromatograma parcial da sequéncia de DNA obtida do
amplicon de 150 pb, de uma amostra cervical, gerado pelo sequenciador
automaético capilar ABI 3130 (Life Technologies).

O HPV-16, considerado de alto risco, foi detectado nas 4 amostras do
grupo ASC. Em 9 amostras do grupo “ACB” foram detectados HR-HPV, sendo
o0 HPV-16 detectado em 5 amostras, HPV-58 em 2 amostras, HPV- 45 em 1

amostra e HPV-66 em 1 amostra.
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5.9 Relagfes entre a imunocitoquimica de RAP1 e o DNA do HPV

A relacdo entre a presenca do DNA do HPV e a expressao
imunocitoquimica de RAP1, pela andlise de regressao logistica binéria, no

grupo “ACB?”, esta representada na Tabela 17.

Tabela 17. Resultado da anélise de regresséo logistica entre a presenca
do DNA do HPV e a expressdo imunocitoquimica de RAP1 no grupo
“ACB”

Preditor Coeficiente DP coeficiente P valor
Constante 0,45 0,48 0,350
HPV - 0,67 0,82 0,414

“ACB”: amostras com alteragdes celulares benignas.

Os resultados demonstraram inexisténcia de relacdo entre a presenca
do HPV e a expressédo imunocitoquimica de RAP1, com Odds Ratio de 0,51 (IC
95% entre 0,10 e 2,57), no grupo “ACB”.

A relacdo entre a presenca do DNA do HPV e a expresséo
imunocitoquimica de RAP1, pela andlise de regressao logistica binéria, no

grupo “ASC”, esta representada na Tabela 18.

Tabela 18. Resultado da anélise de regresséo logistica entre a presenca
do DNA do HPV e a expressdo imunocitoquimica de RAP1 no grupo
“ASC”

Preditor Coeficiente DP coeficiente P valor
Constante - 0,69 1,22 0,571
HPV 0,69 1,58 0,661

ASC: amostras classificadas como ASC-US ou ASC-H.

A inexisténcia de relacdo entre a presenca do HPV e a expresséo
imunocitoquimica de RAP1, com Odds Ratio de 2,0 (IC 95% entre 0,09 e
44,35) também foi verificada no grupo “ASC” (tabela 18).

A associacao direta entre a presenca do DNA do HPV e a expresséo
imunocitoquimica de RAP1 encontra-se detalhada na Tabela 19.
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Tabela 19. Associacao entre a presenca do DNA do HPV e a expresséao
imunocitoquimica de RAP1

Expressao de DNA-HPV DNA-HPV Total (%)
RAP1 negativo (%) positivo (%)
Negativa 09 (42,86) 07 (53,85) 16 (47,06)
Positiva 12 (57,14) 06 (46,15) 18 (52,94)
Total 21 (100,00) 13 (100,0) 34 (100,0)

O resultado dos testes estatisticos para verificacdo da associacdo entre
a presenca do DNA do HPV e a expressédo imunocitoquimica de RAP1 estdo

demonstrados na Tabela 20.

Tabela 20. Testes estatisticos para verificacdo da associacao entre a
presenca do DNA do HPV e a expressao imunocitoquimica de RAP1

Teste estatistico Resultado do teste P valor
Qui-quadrado 0,389 0,533
Teste exato de Fisher 0,114 0,725
Mantel-Haenszel-Cochram 0,389 0,533

Em suma, os resultados dos 3 testes estatisticos utilizados (Qui-
guadrado; Teste exato de Fisher e Mantel-Haenszel-Cochram) demonstraram
inexisténcia de associacdo entre a presenca do HPV e a expressao
imunocitoquimica de RAP1 nas células escamosas reativas ou reparativas e

atipicas, dos grupos “ACB” e “ASC”.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo padronizou o método de bloco de células para andlise da
expressdo da GTPase RAP1 em células escamosas cervicais com alteracdes
reativas, exclusivamente inflamatérias, e também em amostras cervicais com
atipias de significado indeterminado (ASC), pelo método de imunocitoquimica.
Tais amostras cervicais foram coletadas em meio liquido (CBL) as quais
também foram submetidas a ensaios moleculares para deteccdo e
genotipagem.

Os resultados obtidos acima séo validos porque reproduzimos
rigorosamente 0os métodos publicados nos trabalhos de Rofagha & Vesey-
Shecket, 2002, sobre blocos de células e de Pascoal-Xavier, 2011, sobre IHQ,
PCR e sequenciamento do HPV. No método bloco de células, adaptamos a
sequéncia que Rofagha & Vesey-Shecket, 2002 descreveu em liquido residual
de citologia. Em relacdo a imunocitoquimica nos blocos de células, adaptamos
o método utilizado pelo nosso grupo de pesquisa em trabalho prévio que
demonstrou a expressdao aumentada da proteina celular RAP1 em bidpsias
cervicais. Também seguimos todas as etapas dos métodos de PCR e
sequenciamento desse trabalho.

No desenvolvimento desse estudo, identificamos algumas limitacdes
relacionadas ao seu desenho, como o0 numero relativamente pequeno de
pacientes e a quantidade reduzida de células em algumas amostras de blocos
celulares. Considerando o desenho do estudo (Figura 11), que definiu, a partir
da recomendacéo de repeticdo da citologia cervical nas pacientes com citologia
positiva (Protocolo interno do Ambulatério Jenny Faria), a selecdo das
pacientes pelo resultado do Teste de Papanicolaou positivo para ASC, o tempo
para selecdo de novos casos de ASC foi relativamente pequeno. Entretanto,
obtivemos numero relevante de casos para abordagem estatistica parameétrica
nos grupos estudados.

Em relacdo ao numero reduzido de células nos blocos, a ponto de
excluir 14 pacientes do grupo controle, destacamos, a seguir, alguns fatores
considerados contribuidores. Os tecidos epiteliais, especialmente os de
revestimento, sdo altamente resistentes a tracdo e suas células dificilmente se

separam umas das outras, as células epiteliais apresentam-se envoltas por
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uma camada glicoproteica com funcdo adesiva (glicocalix), que contribui para a
unido entre elas. Além disso, existem outras estruturas especializadas que
participam desse processo de adesdo, como desmossomos. Além da influéncia
da adeséao celular epitelial, outros fatores que provavelmente contribuiram para
o reduzido numero de células foram: a desenvoltura de cada ginecologista no
momento da coleta, a condicdo de cada paciente no momento da coleta e,
fundamentalmente, a estratégia utilizada de coleta da citologia em meio liquido
posteriormente a coleta de material para o Teste de Papanicolaou, decisao
esta que tomamos para priorizar a rotina de diagndstico das pacientes.

Neste estudo, considerando os seus critérios de inclusdo (vide pagina
57), os novos exames de Papanicolaou diagnosticaram alteragdes celulares
benignas em 8 (80%) e em 19 (76%) das pacientes dos grupos iniciais
denominados como “Controle” e “ASC”, respectivamente. Esses percentuais
reproduzem a histéria natural de ASC no Brasil (Pedrosa, 2003; Bueno, 2008),
gue indicam regressao para o normal em cerca de 70% das pacientes. Como o
nosso objetivo era comparar a expressdo da proteina RAP1 nas células
epiteliais ndo displasicas versus células atipicas ou displasicas, reagrupamos
as amostras cervicais de acordo com o0 resultado dos novos exames de
Papanicolaou e foram estabelecidos os grupos “ACB” e “ASC”.

Inicialmente, foi verificada a adequabilidade das amostras de bloco de
células. Em relacdo a adequabilidade, os resultados demonstraram um bom
percentual (85%) de amostras satisfatérias. Entretanto, aproximadamente 15%
das amostras dos grupos “ACB” e “ASC” apresentaram menos de 10 células
epiteliais escamosas por lamina na metade (10 mL) do liquido contido no frasco
de ThinPrep reservada para a preparacdo do bloco de células, contribuindo
para uma das limitagdes discutidas acima. Esse problema foi identificado, na
revisdo feita por Crapanzano e colaboradores (2014), como a principal causa
de baixo rendimento celular e inadequabilidade do bloco de células. Também
Jain e colaboradores (2014), ao revisar os métodos de preparacdo dos blocos
de células, observaram que € necessario muito material para se obter um
sedimento celular de boa qualidade.

Em seguida, foram avaliados varios parametros citopatologicos nas
amostras de blocos de células. Nossos resultados demonstraram que o exame
dos principais parametros citopatoldgicos da citologia convencional sao bem
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reproduzidos no exame dos blocos de células indicando que a preparacao
celular empregada néo altera caracteristicas como tamanho do nucleo, relagao
ndcleo/citoplasma, dentre outras. Kruger e colaboradores (2014) também
relataram a preservacdo das caracteristicas morfolégicas das células cervicais
em blocos de células.

No entanto, quando se compara o diagnostico final obtido pelo exame
dos blocos de células com o diagnéstico citopatolégico convencional padréo
(teste de Papanicolaou) nossos resultados demonstram uma baixa
sensibilidade, apesar da sua boa especificidade, ou seja, o bloco de celulas
apresenta melhor probabilidade de ser negativo sabendo-se que a paciente
examinada ndo tem lesdo cervical. Dentre as possiveis explicacdes para a
baixa sensibilidade, destacam-se a falta de padronizacdo interna do método
bloco de células e a incorporacdo de critérios amplamente subjetivos do
Papanicolaou. Capranzano e colaboradores (2014) ao revisar a variacado e a
satisfacdo em relacdo ao bloco de células também encontraram baixa
sensibilidade e apontaram a falta de critério e padronizacdo como os principais
fatores.

Em relagéo a variabilidade interobservador no diagnostico dos blocos de
células, as analises das concordancias de cada observador versus o teste de
Papanicolaou (padrdo), das concordancias entre observadores e da
concordancia de todos os observadores versus o teste de Papanicolaou
demonstraram grande variabilidade na avaliagdo dos blocos celulares corados
pela HE, especialmente no diagndstico do grupo “ACB”. Essa ampla
variabilidade pode estar relacionada, dentre outros, aos fatores: amostras com
reduzida celularidade, falta de padronizacdo dos critérios de analise do bloco
de célula e, principalmente, a subjetividade da analise citopatologica.

Alguns estudos demonstraram que a reprodutibilidade da interpretacéo
de ASC é menor que 50% (Cox, 2005). Souza e colaboradores (2004), através
de revisdo de laminas de colpocitologia oncética, previamente diagnosticadas
como ASC-US, realizaram comparacao interensaio e interobservadores e
confirmaram a existéncia de subjetividade nos laudos citopatologicos de ASC-
US, além de critérios imprecisos empregados pelo mesmo observador para a

obtencdo desses resultados. Os autores observaram graus bastante distantes
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de concordancia entre diferentes analises do mesmo citopatologista, variando
de 7,8 a 74,4%.

Diversas condi¢cdes ndo neoplésicas e nao relacionadas com a infecgéo
pelo HPV podem produzir alteracdes similares as ASC, inclusive inflamacao
(Solomon et al., 2005). Como exemplo, alteracdes citoldgicas de hipercromasia
nuclear e halos perinucleares relacionados a infeccdo por Candida sp podem
simular alteracbes compativeis com ASC (Lima et al.,, 2002). Miguel e
colaboradores (1996) analisaram 50 esfregacos cérvico-vaginais dos quais 16
foram inicialmente interpretados como ASC-US e 34 como normais. Apos
revisdo utilizando critérios de Bethesda para ASC-US e conhecendo as
mudancas associadas a presenca de Candida sp, 10 dos 16 casos de ASC-US
foram reclassificados como normais.

Assim, concluindo a discussdo sobre os dois primeiros objetivos
especificos do estudo, descricdo do método do bloco de células e analise da
concordancia interobservadores em relacao ao diagnostico de ASC nos blocos
celulares, nossos resultados indicam a utilizacdo do bloco de células como um
método auxiliar ao exame convencional de Papanicolaou, principalmente em
amostras duvidosas, devido sua elevada especificidade e a possibilidade de
utilizacdo de técnicas adicionais, como imunocitoquimica e PCR (Rofagha &
Vesey-Shecket, 2002; Jain et al., 2014).

Em relacdo ao terceiro e principal objetivo especifico do estudo, ou seja,
a comparacdo do padrdo imunocitoquimico de expressao da proteina RAP1
em blocos de células cervicais, nossos resultados demonstraram baixos
valores para a aplicabilidade da imunocitoquimica de RAP1 na triagem do
cancer do colo do utero. A hiperexpressdo da proteina RAP1 observada na
maioria das amostras do grupo “ACB” (15/27 ou 55,56%) e negatividade ou
expressao basal de RAP1 na maioria das amostras do grupo “ASC” (4/7 ou
57,14%), sugere a associacdo da expressdo da proteina RAP1 com a
atividade inflamatéria e a reatividade presente nas amostras do grupo ACB.
Como esperado, as reagfes imunocitoquimicas das proteinas pl6 e Ki-67
(utilizadas como referéncia de biomarcadores ja conhecidos) demonstraram,
em ambos o0s grupos, predominio absoluto ou totalidade de resultados
negativos, ou seja, tanto pl6, quanto Ki-67 estdo mais associadas com
distarbios ou desregulagfes do ciclo celular em estagios mais adiantados da
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displasia epitelial cervical (Akpolat et al., 2004; Halloush et al., 2008;
Tsoumpou et al., 2009; Pascoal-Xavier, 2011; Shidham et al., 2011; Portari et
al., 2013; Zhang et al., 2015).

Varios estudos identificaram a participacdo da proteina RAP1 no
desenvolvimento da atividade inflamatéria (Dorn et al., 2012; Schimd et al.,
2013; Birukova et al., 2014; Yoshida et al., 2014; Poon et al., 2015). Entretanto,
ndo ha nenhuma publicacdo sobre a associacdo de RAP1 e inflamacao do colo
uterino. Yoshida e colaboradores (2014) investigaram o papel da proteina
afadin na expresséo de citocinas em ceratindcitos murinos durante inflamacao
induzida quimicamente pela droga TPA (12-Otetradecanoilforbol-13-acetato)
em camundongos deficientes de afadin (CKO). Afadin é uma proteina de
ligacdo a actina mediadora de sinalizacdo da proteina de adesdo nectina.
Através de RT-gPCR e imuno-histoquimica foi avaliado o nivel de expresséo de
citocinas inflamatodrias, incluindo CXCL1, CXCL2, IL1-8 e TNF-a, TGF-B e
S100A8. Em cultura de queratindcitos foi avaliado o nivel de expresséo das
citocinas CXCL2, IL1-B, TNF-a e a expressao da proteina RAP1 GTPase. Entre
estes genes, os niveis de expressdao de CXCL2, IL-1 B e TNF a foram
reduzidos na pele de camundongos CKO em compara¢gdo com 0s niveis de
expressdo na pele de camundongos selvagens. A analise imuno-histoquimica
da pele tratada com TPA durante 3 dias, confirmou que os niveis de expressao
de CXCL2, II-18 e TNF-a foram reduzidos em pele de CKO em comparacéo
com a pele do controle. Em seguida, o efeito da deficiéncia de afadin sobre a
expressao de citocinas em ceratindcitos murinos foi investigada in vitro. Cultura
de ceratindcitos de camundongos neonatos deficientes em afadin foram
tratadas com TPA e novamente o nivel de expressédo de CXCL2, II-18 e TNF-a
foram mais baixos nos ceratinécitos de CKO quando comparados aos
ceratindcitos controle. Foi observado um aumento significativo da expressao de
RAP1 em cultura de ceratindcitos tratados com TPA quando comparados a
ceratindcitos de camundongo CKO tratados com TPA. Este estudo sugere a
participagcdo de afadin no aumento da expressdo de citocinas atraves da
ativacdo de RAP1 em ceratindcitos murinos durante a inflamacéao.

Portanto, uma provavel explicacdo para a alteracdo da proteina RAP1
nas amostras do grupo ACB seria decorrente da inflamacgdo do colo uterino,

comumente observada em mulheres com resultado normal na citologia
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oncoldgica. A inflamacdo cervical € devida, principalmente, a infeccdo (em
geral, mista ou por varios microorganismos), mas outros fatores como o uso de
dispositivo intrauterino (DIU), traumatismo e irritantes quimicos como geis ou
cremes induzem inflamacgéo no colo do utero. Assim, entendemos que estudos
adicionais sobre expressao da proteina RAP1 e seus reguladores, em células
epiteliais associadas a inflamacdo, serdo necessarios para identificar o
mecanismo de ativagdo da proteina RAP1 em inflamag&o do colo do utero.

Por fim, considerando a taxa de deteccdo do DNA do HPV nas amostras
cervicais e relacdo da presenca do HPV com a expressdo de RAP1,
observamos a deteccdo do DNA de HPV em 33,33% e 57,14% das amostras
dos grupos “ACB” e “ASC”, respectivamente. Todas as amostras do grupo
“‘“ASC” apresentaram o HPV-16. Um predominio deste HPV de alto risco
também foi observado entre as amostras positivas para DNA viral do grupo
“‘ACB”, reproduzindo o percentual deste virus, o HPV-16, nos estudos
epidemioldgicos. Os resultados de deteccdo de HPV se assemelham ao
trabalho de Paesi e colaboradores (2015), esses autores observaram 60% de
positividade de HPV em pacientes com ASC.

A prevaléncia e distribuicdo de gendtipos de HPV variam muito em todo
o mundo. As diferencas podem estar relacionadas com a interacdo complexa
entre os diferentes tipos de HPV e caracteristicas bioldgicas, além da
localizacé@o geografica da populacédo do estudo (Wang et al., 2013). Nos paises
da América do Sul, como Paraguai e Brasil, os HPV-16 e HPV-18 foram
relatados serem os tipos predominantes relacionados ao cancer cervical
invasivo, seguido por HPV-45, HPV-33, HPV-31, HPV-52, HPV-35 e HPV-39
(Fernandes et al., 2009; Kasamatsu et al., 2012). A presenca de HPV de alto
risco entre pacientes com diagnéstico de “ACB” e “ASC” exige gestao
cautelosa dessas pacientes, incluindo administrar tratamentos adequados para
reduzir o risco de desenvolver carcinoma.

Observamos inexisténcia de relacdo entre a presenca do HPV e a
expressdo imunocitoquimica de RAP1 nos grupos “ACB”, com Odds Ratio de
0,51 (IC 95% entre 0,10 e 2,57), e "ASC”, com Odds Ratio de 2,0 (IC 95% entre
0,09 e 44,35), respectivamente. Estes resultados demonstram que além de
expressdo aumentada de RAP1 em displasias mais avancadas, com

participacdo do HPV, como visto por Pascoal-Xavier et al., 2015 (em anexo),
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sua expressao também esta aumentada em ambiente inflamatério e ndo esta,

necessariamente, associada a presencga do HPV.

7 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

O exame dos blocos de células escamosas pode complementar o teste de

Papanicolaou na triagem do cancer do colo uterino;

A proteina RAP1 estd associada as alteracdes celulares benignas, reacionais

ou reparativas;

A expressdo da proteina RAP1 ndo esta associada a presenca do HPV nas

células escamosas reacionais ou atipicas;

A imunocitoquimica de RAP1 ndo é um bom teste de triagem para mulheres

com atipias de células escamosas (“ASC”).

8 PERSPECTIVAS

Otimizar a técnica de bloco celular para aumentar o nimero de células;

Ampliar a amostragem, com inclusdo de amostras de lesdo intraepitelial de

baixo grau, leséo intraepitelial de alto grau e carcinoma de células escamosas;

Utilizar amostras de citologia em meio liquido residual,

Compreender a participacdo de RAP1 nas alteracdes celulares benignas,

particularmente inflamatorias.

110



9 ANEXOS

9.1 Termo de consentimento livre e esclarecido para coleta prospectiva de
citologia em mulheres adultas

Propoésito do Projeto

Gostarifamos de convida-la a participar de um projeto de pesquisa chamado
“Caracterizacdo da expressio da proteina Rapl GTPase em lesOes intraepiteliais
escamosas associadas a infeccio por papilomavirus humano provenientes de
citologia cervical”. O propdsito desse projeto é descrever as alteracdes da proteina Rap1l
GTPase nas lesdes do colo uterino e, consequentemente, obter melhores formas de

prevencao, deteccdo e tratamento do cancer do colo uterino.

Iremos examinar ou quantificar as alteracdes desta proteina, molécular ou biomarcador
nas células doadas por vocé para detectar possiveis diferencas com células ndo alteradas.
0O mesmo processo ou exame sera realizado com células de outras doadoras que
concordarem em participar do presente projeto de pesquisa. Desta forma, esperamos
identificar alteracdes moleculares associadas ao cancer do colo uterino.

Descricdo da Pesquisa
Coleta de Amostras

Durante a consulta de retorno no ambulatério de Ginecologia da Unidade Jenny Farias do
Hospital das Clinicas/UFMG, vocé realizara o exame do colo uterino. Neste exame, logo
apos a coleta de material para o teste de Papanicolaou, uma pequena quantidade de
células do colo uterino sera coletada por uma pequena escova e armazenada em frasco
com meio liquido.

Codificacdao das Amostras

O frasco com as células sera rotulado com um numero de identificacdo confidencial
designado pelo projeto. Apenas o Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier do Hospital das
Clinicas/UFMG podera relacionar o cédigo as informagdes identificaveis, como o seu
nome, endereco, niumero de telefone ou CPF. O Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier mantera as
informagdes que possibilitam a correlagdo do cédigo confidencial com as informacdes
identificAveis em uma base de dados protegida. Apenas pessoal autorizado, que
especificamente concordou em proteger a sua identidade, tera acesso a essa base de
dados. Todos os materiais serdo rotulados com um numero de identificacdo designado
pelo projeto, removendo as informagdes normalmente identificaveis, como o seu nome,
endereco, namero de telefone ou CPF. Nenhum dos demais pesquisadores e pessoas
envolvidas, incluindo as pessoas que irdo trabalhar com as suas amostras e informagdes
médicas, tera acesso a nenhuma das suas informacdes identificaveis.

Armazenamento e Destina¢ao de Amostras
As suas amostras codificadas serdo enviadas ao Laboratdrio de Patologia Molecular da
Faculdade de Medicina da UFMG para armazenamento e realizacdo dos exames previstos

no projeto.
Compensacao Financeira/Custos
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Vocé ndo serd paga para participar do projeto. As suas amostras e as suas informagdes
médicas serdo utilizadas para fins de pesquisa apenas e ndo serdo comercializadas. E
possivel que parte da pesquisa conduzida com as suas amostras ou informag¢des médicas
leve, no fim, ao desenvolvimento de novos exames diagnosticos ou outros produtos
comerciais. Caso isso ocorra, vocé nao receberd nenhuma parte dos lucros gerados com a
comercializacdo de tais produtos.

Possiveis Beneficios da Participacdao no Projeto

Vocé podera se beneficiar, nesta pesquisa, com a realizacio e o resultado da pesquisa da
deteccdo e genotipagem do DNA do HPV, exame que complementa o teste do
Papanicolaou. Outro beneficio é a producdo de conhecimento para formas mais eficientes
de prevencio, detecgio, tratamento e cura do cancer cervical no futuro.

Possiveis Riscos da Participacdo no Projeto
Riscos Fisicos

Os riscos ocasionalmente associados ao exame especular e colposcopia do colo uterino
incluem discreta dor ou desconforto e pequeno sangramento no local (raramente). Para
minimizac¢do dos riscos fisicos, as pacientes serdo monitoradas cuidadosamente durante a
consulta ambulatorial.

Riscos Sociais Associados com a Perda de Privacidade

A quebra de confidencialidade é, provavelmente, o maior risco da participacdo no estudo.
Todos os esforcos serdo empreendidos para minimizar esse risco, incluindo codificagdo
alfanumérica do nome das pacientes protegida por senha.

Confidencialidade

Iremos empreender todos os esforcos para proteger a sua confidencialidade e para
garantir que a sua identidade permaneca desconhecida. O presente formulario de
consentimento assinado sera armazenado em um arquivo protegido, que sera acessivel
apenas as pessoas autorizadas envolvidas neste projeto. Iremos seguir rigorosamente o
plano de codificagdo, armazenamento e liberacdo mencionado na se¢do Descricdo da
Pesquisa.

Resultados do Projeto

Os resultados dos exames realizados neste projeto de pesquisa nio serdo devolvidos a
vocé ou inseridos nos seus registros médicos. Se a pesquisa deste projeto for publicada em
jornais cientificos, ndo serdo mencionadas informacdes tradicionalmente identificaveis,
como o seu nome, endereco, nimero de telefone ou CPF, na publicacao.

Alternativas a Participacdo no Projeto

A opgao alternativa é nao participar do projeto.
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Participacédo Voluntaria

A escolha em participar desta pesquisa através da doacdo de células e informacgdes
médicas é integralmente do paciente. Independente da sua decisao, o seu tratamento
médico nio sera afetado.

Saida do Projeto

Uma vez que as suas amostras codificadas tenham sido distribuidas aos laboratérios
participantes da pesquisa, e as suas informa¢des tenham sido transferidas as bases de
dados adequadas, vocé nao podera retirar as suas informacdes do presente projeto de
pesquisa. Entretanto, vocé pode solicitar a devolugao ou destruicao das amostras celulares
se desejar.

Informacgdes de Contato

Em caso de duvidas sobre o projeto ou a sua participacdo, contate a pessoa a seguir:

Para perguntas sobre os seus direitos como participante voluntdrio em pesquisas:

Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Minas Gerais

Av. Antonio Carlos, 6627 - Pampulha

Belo Horizonte, MG - Tel: (31) 3409-4592

Para perguntas sobre o estudo:

Investigador Principal: Dr. Marcelo A. Pascoal Xavier

Universidade Federal de Minas Gerais

Av. Dr Alfredo Balena, 190 - Santa Efigénia
Belo Horizonte, MG - Tel: (31) 3409-9123

Anuéncia em Participar do Projeto

A fim de participar desta pesquisa, vocé deve concordar com TODAS as declaracdes
a seguir:

» Concordo voluntariamente em doar células do colo uterino que serdo utilizadas
neste projeto de pesquisa.

» Concordo que minhas informacoes citoldgicas codificadas e minhas informagoes
médicas codificadas sejam colocadas em bases de dados, conforme descrito na
secdo Armazenamento e Destinagdo de Amostras e Informagbes Médicas, na pagina
1 do presente documento.

» Compreendo que minhas informacgdes codificadas, inseridas em bases de dados,
serdo utilizadas neste projeto de pesquisa.
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Forneco, voluntariamente, consentimento para que eu participe, conforme as seis
declaracoes listadas acima.

Data: / /

Assinatura do Participante Dia Més Ano

A SECAO A SEGUIR PRECISA SER PREENCHIDA POR UMA TESTEMUNHA QUE OBSERVOU
TODO O PROCESSO REFERENTE A PARTICIPANTES QUE NAO SABEM LER OU ESCREVER:

Estava presente quando os beneficios, riscos, procedimentos e armazenamento de
amostras foram lidos ao participante. O participante teve oportunidade de fazer perguntas
sobre a sua participagdo no estudo e concordou em participar desta pesquisa.

Data: / / Assinatura da Testemunha:
Dia Més Ano

Data: / / Assinatura do Entrevistador:
Dia Més Ano
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9.2 Projeto; CAAE - 27320814.4.0000.5149
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associadas a infecgao por papilomavirus humano provenientes
de citologia cervical" tem camao o Termo de Consentimento Livre e
Leclarecido.

Q relalério final ou parcial deveréd ser encaminhado ac COEP um
ano apos o inicio do projeto.

r b1 /
l )" . nl\ ! :\y'\ A C{.:t-v- —.;é‘_ oi
Profa; Maria Feresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

¢ Pres Anvomio Cavlas, 9627 Dldede adaetviae 8 2 andae - Sode 200 - Qe 20 200000 - 200

il
elein DT FEUME 02 e chen st s e

115



9.3 Artigo

@PLOS ‘ ONE

CrossMarl

Ry

G OPEN ACCESS

Citation: Pascoal-Xavier MA, Figueiredo ACC,
Gomes LI, Peruhype-Magalh3es V, Calzavara-Silva
CE, Costa MA, et al. 2015} RAP1 GTPase
Overexpression is Associated with Cervical
Inraepithelial Neoplasia. PLoS ONE 10(4):
€0123531. doi:10.1371ournal.pone.0123531

ic Editor: Javier S Castre
Navarra, SPAIN

University of

Received: October 15, 2014
Accepted: February 19, 2015
Published: April 8, 2015

Copyright: © 2015 Pascoal-Xavier et al. This is an
open access article distributed under the terms of the
Creafive Commeons Affribution License, which permits
unresfricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author and source are
credited.

Data Availability Statement: All relevant dafta are
within the paper and its Supporting Information files.

Funding: This research was supported by the
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Teenologico (CNPg-www.cnpq.br), Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES — www.capes.gov.br), and Fundacdo de
Amparo 4 Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG - www.fapemig.br). The funders had no
role in study design, data collection and analysis,
decision fo publish, or preparation of the manuscript.

RAP1 GTPase Overexpression is Associated
with Cervical Intraepithelial Neoplasia

Marcelo Antonio Pascoal-Xavier'”, Anna Carolina Cangado Figueiredo?, Luciana
Indcia Gomes?, Vanessa Peruhype-Magalhies?, Carlos Eduardo Calzavara-Silva®,
Marcelo Azevedo Costa’, llka Afonso Reis®, Claudio Anténio Boniandim' ,Ema

?®t« Paulo César Peregrino Ferreira'®

Geessien Kroon', Jaquelline G. de Oliveira +

1 Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2 Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ, Belo Horizonte Minas
Gerais, Brasil, 3 Departamento de Engenharia de Produgéo, Escola de Engenharia, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 4 Departamento de Estatistica, Instituto de Ciéncias
Exatas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil

© These authors contributed equally to this work.

= Current address: Departamento de Anatomia Patoldgica, Faculdade de Medicina, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil

F These authors are senior authors on this work.

* jague @cpam.fiocruz.br

Abstract

RAP1 {RAS proximate 1), a small GTP-binding protein of the RAS superfamily, is a putative
oncogene thatis highly expressed in several malignant cell lines and types of cancers, in-
cluding some types of squamous cell carcinoma. However, the participation of RAP1 in cer-
vical carcinogenesis is unknown. We conducted a cross-sectional study of paraffin-
embedded cervical biopsies to determine the association of RAP 1 with cervical intraepithe-
lial neoplasia (CIN). Standard and quantitative immunohistochemistry assessment of RAP1
expression in fixed tissue was performed on 183 paraffin-embedded cervical biopsies that
were classified as normal or non-dysplastic mucosa {NDM) {n = 33); CIN grade 1 {n = 84)
and CIN grade 2/3 {n = 66). A gradual increase in RAP1 expression in NDM < CIN 1 < CIN
2/3 {(p<0.007) specimens was observed and was in agreement with the histopathologic di-
agnosis. A progressive increase in the RAP1 expression levels increased the risk of CIN 1
[odds ratio {OR) = 3.50; 95% confidence interval {Cl) 1.30-10.64] 3.5 fold and the risk of CIN
2/3 (OR=19.86, 95% CI 6.40-70.79) neary 20 fold when compared to NDM. In addition, ste-
reotype ordinal regression analysis showed that this progressive increase in RAP1 expres-
sion more strongly impacted CIN 2/3 than CIN 1. Our findings suggest that RAP1 may be a
useful biomarker for the diagnosis of CIN.

Introduction

Cervical cancer, which is caused by high-risk Human papillomavirus (HR-HPV), is the second
most frequent cancer in women worldwide [1]. Great efforts have been made during the last
two decades to obtain useful markers that can be used in clinical practice for the proper
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identification and follow-up of precursor lesions of cervical cancer, also known as cervical
intraepithelial neoplasia (CIN). Currently, the main biomarkers applied for CIN detection are
proteins related to the cell cycle, such as p16™ ***, Ki-67, minichromosome maintenance 7
and 2 (MCM?7 and 2), topoisomarase II alpha, and cyclin D1, all of which have altered expres-
sion due to the effects of HPV on the cell cycle. The p16™*** protein the best known surrogate
biomarker of high grade lesions and also considered an indicator of the E6 and E7 overexpres-
sion in cervical lesions [2-5]. Among the small GTPases, current research indicates the partici-
pation of RACI and RHO in the progression of cervical neoplasia [6,7]. However, the
participation of RAP1 GTPase in cervical carcinogenesis remains unknown.

RAPI (RAS proximate 1), a small GTPase of the RAS superfamily, and its regulatory pro-
teins are involved in cell cycle progression, differentiation, survival and adhesion [8,9]. RAP1 is
activated by a wide variety of external stimuli, and it functions as a signal transducer that
switches between its inactive GDP-bound form and its active GTP-bound form. This switch is
regulated by several guanine nucleotide exchanger factors (GEFs), which serve as activators,
and GTPase-activating proteins (RAPGAPs), which act as inactivators [10,11]. RAP1 seems to
play a role in cancer cell growth, invasion, and metastasis, and dysregulation of RAP1 activa-
tion has been described in several malignant cell lines and cancers, such as oropharyngeal squa-
mous cell carcinoma (SCC), papillary thyroid cancer, breast cancer, renal cell carcinoma, and
melanoma [12-18].

Associations between HPV-mediated oncogenesis and alteration of the RAP1 signaling
pathway have been described. The HR-HPV E6 oncoprotein targets the protein E6TP1, a
known RAPGAP, for proteasome-dependent degradation and consequently enhances the GTP
loading of RAP1 with subsequent activation of the MAPK signaling pathway and RAP1 over-
expression [19,20]. Likewise, in HPV-infected epithelial cells, the interaction of the HPV E2
protein with the cellular bromodomain protein Brd4, a cell cycle progression regulator, en-
hances the RAP GAP activity of SPA-1, which disrupts the proper balance of RAP1 activation
[21].

Those findings led us to investigate the expression levels of RAP1 in low- and high-grade
CIN lesions to address the potential use of this putative oncogene as a cervical neoplasia bio-
marker. By comparing the immunostaining pattern of RAP1 in cervical specimens of CIN 1
and CIN 2/3 to that of non-dysplastic mucosa (NDM), we verified that RAP1 expression grad-
ually increased with the severity of the cervical lesions. Moreover, we found a strong associa-
tion of RAP1 overexpression in high grade lesions.

Materials and Methods
Ethics Statement

This cross-sectional study was approved by the institutional review board of the Universidade
Federal de Minas Gerais {certificate number CAAE-0397.0.203.245-09). The need for written
informed consent from the donor or the next of kin for the use of the paraffin-embedded sam-
ples in this research was waived by the institutional review board of the Universidade Federal
de Minas Gerais.

Study Participants

Two hundred and fifty-two paraffin-embedded cervical biopsies, normal or NDM (n = 65),
CIN 1 {n =102) and CIN 2/3 {n = 85), were collected from different individuals between May
2009 and March 2011 from the archives of the Hospital das Clinicas, Universidade Federal de
Minas Gerais, Brazil. The majority of the patients were predominantly from the State of Minas
Gerais, Brazil. Patients from other states, of the Southeast, North and Northeast regions of
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~N
NDM: 65
CIN 1: 102
CIN 2/3: 85
S
Inclusion criteria:
- Consensus diagnosis
- NDM group: negative for HPV
- CIN groups: positive for HPV
Immunohistochemi n=1
NDM: 33/65 (50.8%)
CIN 1: 84/102 (82.4%)
CIN 2/3: 66/85 (77.6%)
Image-| niplex method (n = 1

NDM: 18/33 (54.5%)
CIN 1: 50/84 (59.5%)
CIN 2/3: 32/66 (48.5%)

[ Stereotype regression analysis ]

Fig 1. Study procedures and The flow di shows the number of samples that were
obtained from the laboratory file as well as those that were included in the immunohistochemistry and
analyses.

doiz10.1371/joumal.pone.0123531.001

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

74 years old. Inclusion criteria were reviewed and classified as consensus diagnosis by two certi-
fied pathologists (M.A.P.X. and L.P.E.) and HPV DNA detection. The study procedures are
summarized in the flow diagram shown in Fig 1.

HPV genotyping

DNA was extracted from five serial sections {10 pm) of each paraffin-embedded sample using
the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Diisseldorf, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. Nested PCR amplification was performed using the external primers
MY11 and MY09 and the internal primers GP5+ and GP6+, which were designed to amplify a
150-bp product from the L1 gene of several HPV types, as described elsewhere [22,23]. For
HPV genotyping, the gel-purified, 150-bp amplicons (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN
Inc., CA, USA) were sequenced in both directions (Applied Biosystems 3730 DNA Sequencer;
Life Technologies, USA), and a BLAST search was carried out to identify the HPV types. DNA
extracted from HPV-18-infected HeLa cells was used as a positive control. To determine the
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DNA integrity and identify the presence of PCR inhibitors, all samples were also tested by PCR
using primers PC03 and PC04, which amplified the beta-actin gene [24].

Immunohistochemistry

RAPI and pl6™*** immunostaining was performed on 4-pm sequential sections of formalin-
fixed, paraffin-embedded biopsy specimens using the Novolink Polymer Detection System
{Novocastra, Leica Microsystems, USA). Deparaffinization with xylene and rehydration
through a graded alcohol series was followed by antigen retrieval by heating to 90°C for 10
minutes in EDTA buffer, pH 9.0. After blocking endogenous peroxidases {DakoCytomation,
Glostrup, Denmark), the deparaffinized sections were incubated for 1 hour at room tempera-
ture with anti-RAP1 or anti-p16™ - ** antibodies (rabbit polyclonal to RAP1A+RAP1B;
ab40814, Abcam, 1:120 dilution; mouse monoclonal to p16™*4, 551154; clone G175-405, BD
Pharmingen Bioscienses, dilution 1:110). The sections were then incubated at room tempera-
ture for 30 minutes with the Novolink polymer DS and washed twice with Tris-borate saline
for 5 minutes. Peroxidase activity was developed using a diaminobenzidine { DakoCytomation,
Glostrup, Denmark) solution for 30 minutes at room temperature, counterstaining was per-
formed using Harris hematoxylin, and then evaluated by light microscopy.

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

To limit the potentially subjective visual assessment of the RAP1 and p16™*** immunohis-
tochemical score, we used the image-based uniplex method [16] to measure the relative intensi-
ty (RI) of RAP1 and p16™ ** protein expression in a representative number of samples. The
16-bpp TIF images of the tissue were captured using an AxioCam MRc digital camera
equipped with AxioVision software and attached to a Zeiss Axio microscope {Carl Zeiss Mi-
croscopy, Cambridge, UK). Images spanning the full range of intensity levels were analyzed
using Image] 1.37v processing software {National Institutes of Health), which provided area
and pixel value statistics of the user-selected region of interest (ROI). Ten 1-mm? areas were se-
lected as ROIs in the epithelium and stroma by a certified pathologist {M.A.P.X.). The RI of
biomarker staining (relative protein expression) was calculated in RI units by dividing the
mean pixel intensity of equal ROIs containing stroma {Ibackground) by the mean pixel intensi-
ty of equal ROIs containing epithelial cells {Itest). This algerithm accounted for variations in
background staining related to the immunohistochemistry routine.

Statistical analysis

Associations between categorical variables were evaluated using Fisher's exact test, and differ-
ences between continuous variables were determined using the two-sample T-test. To estimate
odds ratios {OR) and the corresponding 95% confidence intervals {Cls) for the association
between CIN and change in RAP1 expression, we compared normal and high expression of
NDM to that of CIN 1 and of CIN 2/3 and CIN 1 to that of CIN 2/3. To establish a relationship
between CIN and the change in RAP1 expression, we fitted the stereotype ordinal logistic re-

gression model, log [ﬁ] = o+ {,8x wherej = 2,3 represents the CIN 1 and CIN 2/3
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Fig 2. Immunchistachemical staining of RAP1. Left—Sguamocolumnar junction of non-dysplastic cervical
mucosa (NDM) showing very weak immunostaining for RAP1 in the cytoplasm of basal cells and no staining
in the intermediate and supetficial cells. Middle—CIN 1 showing moderate staining for RAP1 in cells
distributed in the basal third of the epithelium and showing RAP1 expression in neutrophils. Right- CIN 2/3
showing strong staining for RAP 1 in cells diffusely distriouted throughout the entire epithelial thickness, with
nuclear translocation of RAP1.

doi:10.1371/joumal.pone.0123531.g002

classes, respectively, and x = 0,1,2,3 represents the RAP1 immunohistochemical expression,
and we estimated the value of 8 as proposed by Anderson [26]. The coefficient significance was
tested using the Log-likelihood method. A result was considered statistically significant when
P<0.05. The statistical analyses were performed using MINITAB 16 (Minitab Inc,, State Col-
lege, Pennsylvania) and R {Version 2.15.3; http://www.r-project.org) with the VGAM package
statistical softwares.

Results
RAP1 expression and HPV detection

The RAP1 and pl6™ " * expression levels in NDM, CIN 1, and CIN 2/3 lesions are shown in
Fig 2,1in S1 Fig and Table 1, which also include the HPV-16, HPV-18 and HPV-31 types that
were detected in the CIN groups. p16™*** was used as an immunohistochemical reference for
our study. RAP1 was undetectable in 36.4% of the NDM samples (12/33), and once verified in
the NDM group, RAP1 immunostaining was very weak and predominantly restricted to the
basal layer of the epithelium in 42.4% of the samples (14/33) and was classified as pattern 1 (as
described in Material and Methods). Only 7 of the 33 cases of NDM presented moderate stain-
ing of RAP1 in 26%-50% of the cells that were distributed in the basal third of the epithelial
thickness {pattern 2). Unlike what was observed in NDM, RAP1 expression was observed in
100% of the CIN 1 samples. About half of the CIN 1 samples (43/84) presented a moderate
RAPI immunostaining in dysplastic cells in the basal third of the epithelium (pattern 2), and
the other half presented weak immunostaining of RAP1 expression, as described for pattern 1.
In contrast, 85% (56/66) of the CIN 2/3 lesions presented moderate or strong immunostaining,
indicating much higher RAP1 expression levels in high-grade lesions than those observed in
NDM or CIN 1 biopsies (#<0.001). Indeed, a predominance of strong, diffuse RAP1 staining
throughout the thickness of the epithelium was observed in 59.1% (39/66) of the CIN 2/3 le-
sions. Notably, p16™*** showed the same immunohistochemical patterns described by Gal-
gano and colleagues in NDM, CIN1 and CIN2/3 samples [25]. Strong nuclear staining for
RAPI was observed in approximately 70% of the CIN 2/3 lesions (Fig 2C), while weak nuclear
staining was only observed in some basal cells of the CIN 1 (Fig 2B and 2A). No cytoplasmic or
nuclear staining was observed in intermediate or superficial cells of the NDM samples (Fig
2A). RAP1 was strongly expressed in neutrophils and endothelial cells and was weakly express-
ed in lymphocytes and stromal mononuclear cells (Fig 2B and 2C).

A predominance of HPV-16 in 60.7% {51/84) and 72.7% {48/66) of the CIN 1 and CIN 2/3
samples, respectively, was observed. HPV-18 was detected in 38.1% (32/84) and 25.8% (17/66)

PLOS ONE | DOL:10.1371/joumal.pone.0123531  April ¢, 2015 5/12

120



.-@' PLOS | ONE Rap1 is Biomarker for CIN

Table 1. Scores of RAP1 and p16™*** immunchistochemical expression in precursor lesions of cervical neaplasia.

Immunchistochemistry NDM CIN 1 CIN 2/3
RAP1 N (%) N (%) N (%)

0 12 (36.4) 0(0) 6(9.1)

1 14 (42.4) 43(51.2) 4(6.1)

2 7(1.2) 41 (48.8) 17 (25.8)
3 0 () 0(0) 39 (59.1)
Total 33 (100) 84 (100) 66 (100)
pl1g!NKaA N (%) N (%) N (%)

0 11 (33.4) 3(38) 2.0

1 14 (42.4) 33(30.3) 2 (3.0)

2 8 (24.2) 47 (56.0) 3(4.5)

3 0{0) 1(12) 59 (89.4)
Total 33 (100) 84.(100) 66 (100)
Level expression NDM CIN 1 CIN 2/3
RAP1 N=33 N=84 N =66
Normal {pattem 0 or 1) 26 43 10

High (pattem 2 or 3) 7 41 56
prgiman N=33 N=84 N =66
Normal (pattem 0 or 1) 25 36 4

High {pattem 2 or 3) 8 48 62
Presence of cervical NDM CIN 1 CIN 213
High-risk HPY DNA N (%) N (%) N (%)
HPV-16 0(0) 51(80.7) 48 (72.7)
HPV-18 0(0) 32(38.1) 17 (25.8)
HPV-31 00 1(1.2) 1(1.5)

Abbreviations: NDM—non-dysplastic mucosa; CIN—cervical intraepithelial neoplasia.

doi:10.1371 fournal. pone.0123531 1001

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

Morphometric evaluation of RAP1 expression

To limit the subjective visual assessment of immunohistochemical staining, we also performed
a morphometric evaluation of RAP1 and p16™ “* expression levels. We measured the relative
intensity (RI) of chromogen staining as a measure of the relative RAP1 and p16™*** protein
expression in NDM, CIN 1, and CIN 2/3 lesions (Fig 3). Our data showed higher RAP1 expres-
sion in CIN 2/3 samples compared to NDM and CIN 1 samples {p<0.05) and in CIN 1 samples
compared to NDM samples (< 0.05), similar to the data obtained by standard microscopy
analyses. RAP1 and p16™** immunchistochemical morphomettic patterns were similar ex-
cept for the significant difference (p<0.05) between RAP1 and p16™ “** expression observed
in the CIN2/3 group {Fig 3).

Overexpression of RAP1 and CIN progression

The association between RAP1 expression and risk of CIN progression was determined to per-
form comparisons between all groups. The table 2 presents the odds ratios (ORs) and 95%
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1 RAP1 Bl P16INK4A

Fig 3. Morphometric analysis of RAP1 and p16™*** immunchistochemical staining. Relative Intensity
(RI) data of RAP1 anfd p16™*A expression in NDM, CIN 1, and CIN 2/3 samples are expressed in box plot
format, with boxes stretching from the 25™ percentile to the 75'" percentile and the line across the

box representing the median values. Statistically significant differences (p <0.05) are shown by dotted lines.

doi:10.1371/joumal.pone.0123531.9003

confidence intervals (Cls) for the study of association between RAP1 expression levels (normal
and high) in the NDM, CIN 1, and CIN 2/3 samples. We observed that high levels of RAP1
raised the risk of CIN 1 by 3.5 fold [(OR) = 3.50; 95% confidence interval {CI) 1.30-10.64] and
the risk of CIN 2/3 by nearly 20 fold (OR = 19.86, 95% CI 6.40-70,80) compared to NDM and
increased the risk of CIN 2/3 5.8 fold (OR = 5.80; 95% CI 2.51-14.52) compared to CIN 1.

The relationship between CIN grade and variation in RAP1 expression were determined
using stereotype regression analysis. The table 3 summarizes the results of the fitted model. Ac-

cording to the model, log |[——| = o, + @ fx j=23 and x=0,1,2,3 and with identifiability
TNDM, L 1

constraints ({lcng 273 = 1, @npas = 0) as in Anderson and colleagues (26), we estimate (-py 513 =
036 and B = 2.98. Therefore, we estimated the relation between risks ratio and RAP1

Table2. A iations b 1 RAP1 exp ion and risk of CIN progression.

Ratio OR 95% CI p-value
CIN 1 /NDM 350 1.30,10.64 <0.001
CIN 2/3 / NDM 19.87 6.40,70.80 <0.001
CIN2/3/CIN 1 5.80 2.51,14.52 <0.001

Abbreviations: OR—Qdds ratio; NDM—non-dysplastic mucosa; CIN—cervical intraepithelial neoplasia.

doi:10.1371/jounal.pone.0123531.4002
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Table 3. Estimated coefficients, standard errors, z-scares, and two-tailed p-values for the fitted stereotype regression madel.

Coefficients Estimate (95% CI) SE z-scare p value
GNDM o* — — —
#CIN1 0.36 (0.22,0.50) 0.07 4.73 <0.001
GCIN2/3 1= — - —
aCIN 1 -0.30 (-1.04,0.44) 0.38 0.79 0.2146
aCIN 2/3 -4.56 {-6.05,-3.07) 0.76 -5.87 <0.001
B 2.98(2.16,3.80) 0.42 7.10 <0.001

Log-likelihood: -136.46
Abbreviations: SE—Standard error; NDM—non-dysplastic mucosa; CIN—cervical intraepithelial neoplasia.
* |dentifiability constraints proposed proposed by Anderson [26].

doiz10.1371fournal pone.0123531 1003

expression is log [%j‘&] = —4.56 -+ 2.98x for CIN2/3 and log [ﬁg:;x] = —030+

(0.36)2.98x for CIN1. Beta value is statistically different from 1, showing the influence of the
increasing in RAP1 in the risk of CIN compared to NDM.

However, since the estimate for the weight of the RAP1 expression influence in risks ratios
for CIN1 class, fleny 1, is statistically smaller than 1, stereotype ordinal regression analysis also
showed that this progressive increase of RAP1 impacts more strongly in CIN2/3 than CIN1.
Deviance residuals of the model indicated general goodness of fit of the model to the
obtained data.

Discussion

In this cross-sectional study, we found a strong association of RAP1 with a significant increased
risk of progression of CIN 1 and CIN 2/3 by comparing the RAP1 protein expression levels at
different degrees of cervical intraepithelial neoplasia using standard and semi-quantitative ap-
proaches. RAP1 expression levels were predominantly undetectable or basal in normal squa-
mous mucosa, but RAP1 expression gradually increased according to the severity of the
cervical lesions.

The two main limitations of this study were the quality of the DNA that was extracted from
paraffin-embedded samples for HPV detection and typing and the subjective bias of the quali-
tative assessment of immunohistochemistry. To circumvent those limitations, we used a large
number of cervical lesions and performed morphometric analysis, respectively. Another limita-
tion was the interference of nonepithelial cell immunostaining in the RAP1 morphometric
analyses. The constitutive expression of RAP1 in neutrophils, lymphocytes and endothelial
cells may have interfered with the calculation of the relative intensity (RI) index due to the in-
creased number of inflammatory cells and angiogenesis that was frequently observed during
CIN progression [27].

A very weak RAP1 cytoplasmic expression was observed in the basal cells of some NDM
samples presenting inflammatory infiltrate in its the stromal tissue (Fig 2A). This may be due
to cell proliferation induced by the inflammatory process of the cervical mucosa. Interestingly,
avery discrete immunostaining of p16™** was also observed in some NDM inflammatory
cervical samples {S1 Fig) as also described elsewhere [28].

We observed a strong nuclear staining for RAP1 in CIN 2/3 samples, as previously reported
in oropharyngeal SCC cell lines and human oral cancer specimens, and for other small
GTPases, such as RHO and RACI, in premalignant lesions and cervical cancer [6,7,12,29]. Be-
cause only the active GTP-bound form of RAP1 translocates to the nucleus, we can infer that
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the strong nuclear staining of RAP1 that was obsetved in the CIN 2/3 specimens indicated the
presence of active RAP1 and its putative role in the malignant process [11,12].

In this context, RAP1 is a cellular biomarker because it can distinguish different groups of
precursor lesions of cervical carcinoma [2,25]. As shown in Table 3, our analyses support the
use of RAP1 as a CIN biomarker because both the coefficient cicpy | and coefficient cieny 53
influence the § value. However, the weight of the growing shift in the immunohistochemical

attern of logit log | =222/ js much more relevant than in the logit log [%®3|  Eor such risk es-
P git iog gitiog

TNDM TNDM
timates, we use the parsimonious stereotype model, which is more flexible and better preserves
the ordered outcomes by imposing a linear structure in the model’s logit [30,31]. In addition to
its use as a diagnostic and potential risk progression biomarker, an advantage of RAP1 could
be the manipulation of RAP1 signaling pathway components in the cervical microenvironment
[32].

The very different expression patterns of RAPI, i.e., weak/moderate expression in CIN 1
lesions in contrast to the strong RAP1 expression observed in the vast majority of CIN 2/3 le-
sions, suggest a distinct influence of HPV on RAP1 expression during the development of cer-
vical carcinogenesis. CIN 1 and epithelial mucosa persistently infected with HPV are
characterized by high levels of cytoplasmic and nuclear HPV E2 protein, which binds to the
Brd4 protein, a cellular protein that mediates several processes important for the viral life cycle,
including viral genome maintenance and replication [33,34]. When bound to Brd4, E2 com-
petes with SPA-1, a RAPGAP. Hence, it is possible that E2-Brd4 binding favors the dysfunction
of SPA-1, creating a hyperactive state of RAP1 [35]. On the other hand, overexpression of
HR-HPV E6 protein, especially after integration of the HPV genome into the host genome in
high-grade dysplasia (CIN 2/3), may activate RAP1-mediated signaling pathways during cellu-
lar transformation through the down-regulation of E6TP1 [36].

Our results suggest that RAP1 GTPase acts as a new biomarker with potential clinical value
for severity assessment of cervical epithelial neoplasia. However, studies of RAP1 expression
and its regulators in epithelial cells that are associated with HPV infection as well as prospec-
tive observational studies with a long-term follow-up will be required to elucidate the role of
RAPI in cervical carcinogenesis and to identify the clinical relevance of RAP1 in cervical
cancer progression.

Supporting Information

S1 Fig. Immunohistochemical staining of p16™ **, Left—Squamocolumnar junction of
non-dysplastic cervical mucosa (NDM) showing very weak immunostaining for p16™ " * in
the cytoplasm of basal cells and no staining in the intermediate and superficial cells. Middle—
CIN 1 showing moderate staining for p16™* in cells distributed in the basal third of the epi-
thelium. Right—CIN 2/3 showing very strong staining for p16™*** in cells diffusely distribut-
ed throughout the entire epithelial thickness.

(TIE)

S1 Dataset. Data set for Fig 3 “Morphometric analysis of RAP1 and p16™*** immunohis-
tochemical staining.”
(XLSX)

$2 Dataset. Dataset for Table 1 “Scores of RAP1 and p16™*** immunochistochemical ex-
pression in precursor lesions of cervical neoplasia”.
(XLSX)
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83 Dataset. Dataset for Table 2 “Associations between RAP1 expression and risk of CIN
progression”.
(XLSX)

$4 Dataset. Dataset for Table 3 “Estimated coefficients, standard errors, z-scores, and two-
tailed p-values for the fitted stereotype regression model”.
(XLSX)
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