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RESUMO

Introducao: O cancer de colo uterino é um importante problema de satde publica mundial,
terceira causa de morte por cancer em mulheres. Os receptores de membrana com atividade
intrinseca de tirosina quinase controlam fungdes celulares como proliferacdo e diferenciacdo
celular através da ativagdo de vias intracelulares de transducao de sinal, relacionando-se com
a angiogénese que desempenha papel crucial no crescimento tumoral e promoc¢do de
metastases. Objetivos: Identificar caracteristicas histopatoldgicas de amostras de cancer de
colo uterino; verificar a expressdo e o grau de expressao dos marcadores imunoistoquimicos
VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), PDGFR-f (receptor p do fator de
crescimento derivado de plaquetas), EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico);
descrever associacdo entre caracteristicas histopatolégicas e perfil imunoistoquimico.
Métodos: Estudo transversal, retrospectivo. Coleta de dados no Laboratério Romualdo Lins,
Caruaru, Pernambuco, entre setembro de 2010 e junho de 2011. 31 blocos de parafina de
espécimes exclusivos de carcinomas de colo uterino obtidos unicamente por histerectomia.
Excluidos: espécimes obtidos por bidpsia ou conizacdo; os cedidos para revisdo em outro
laboratério e ndo devolvidos; insuficiéncia de material ou presenca de desgaste
comprometendo realizacao de revisao histoldgica e imunoistoquimica. Dados organizados em
planilha Excel® e analisados com programa SPSS®, versio 17.0. Realizadas revisoes
histopatoldgicas e reacdes imunoistoquimicas para os marcadores VEGF, PDGFR-3 ¢ EGFR.
Para andlise dos dados, utilizamos teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste t de Student
ou teste de Mann-Whitney, considerando nivel de significancia de 0,05 para rejeicdo da
hipétese nula, conforme distribuicio de frequéncia obedecesse as Regras de Cochran.
Resultados: A média de idade foi 46,74 anos. 6 (19,35%) tumores microinvasivos (margens
livres e auséncia de comprometimento linfovascular em 100% dos espécimes) e 25 (80,65%)
tumores invasivos. Tumores invasivos predominaram como pouco diferenciados. Os tumores
mais frequentemente foram negativos para PDGFR- e positivos para VEGF. Em relacdo ao
grau de positividade, predominaram tumores com expressdo minima do PDGFR-f,
decrescendo as expressdes moderada e forte, diferindo dos outros dois marcadores. Para
VEGTF, os tumores mais frequentemente tiveram expressao moderada; para EGFR, expressao
forte. Todas essas diferencas alcancaram significancia estatistica. Para EGFR, houve
diferenga significante (p=0,010) entre expressdo minima e expressoes moderada/forte,
predominando menor expressao nos tumores microinvasivos e forte expressao nos tumores
invasivos. Para PDGFR-p, identificou-se diferenca significante (p=0,043) na positividade,
dado que tumores invasivos mais frequentemente expressavam positividade deste marcador.
Tumores triplo positivo sdo significantemente mais frequentes em presenca de invasdo
linfovascular e t€ém grau pouco diferenciado quando comparados aos tumores positivos apenas
para EGFR e PDGFR-B. Conclusao: A positividade dos marcadores imunoistoquimicos,
especialmente no grupo triplo positivo, sugere que hd correlacdo com fatores de pior
prognéstico. Demonstrada correlacdo entre o grau de expressdo do EGFR e os tumores
invasivos, bem como a positividade do PDGFR- B e os tumores invasivos. Os dados
encontrados sugerem suporte para futuros estudos com uso de drogas alvo moleculares, com
possibilidade de alterar o progndstico das pacientes portadores de cancer de colo uterino ou
ajudar a separar as pacientes com tumores com pior progndstico, que necessitem de uma
abordagem terapéutica mais agressiva.

Descritores: fator de crescimento vascular endotelial; receptor do fator de crescimento
epidérmico; receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas; angiogénese; cancer
de colo uterino; imunoistoquimica.



ABSTRACT

Introduction: The cervical cancer is a major public health problem worldwide, the third
cause of cancer death in women. The membrane receptors with intrinsic tyrosine kinase
activity control cellular functions such as cell proliferation and differentiation through
activation of intracellular signal transduction, correlating with angiogenesis that plays a
crucial role in promoting tumor growth and metastasis. Objectives: To identify
histopathological characteristics of samples of cervical cancer; verify the expression and the
degree of expression of immunohistochemical markers VEGF (vascular endothelial growth
factor), PDGFR-J (P platelet-derived growth factor receptor), EGFR (epidermal growth factor
receptor) to describe the association between histological and immunohistochemical profile.
Methods: Cross sectional, retrospective study. Data collection in the Laboratory Romualdo
Lins, Caruaru, Pernambuco, between September 2010 and June 2011. 31 paraffin blocks of
specimens exclusive of carcinoma of the cervix obtained only by hysterectomy. Deleted:
specimens obtained by biopsy or conization; the assigned for review in another laboratory and
not returned; lack of material or the presence of wear affecting performance of histology and
immunohistochemistry. Data organized in Excel® spreadsheet and analyzed using SPSS®
version 17.0. Reviews performed histopathological and immunohistochemical reactions for
markers VEGF, EGFR and PDGFR-f. For data analysis, we used chi-square test, Fisher's
exact test, Student's t test or Mann-Whitney test, considering a significance level of 0.05 for
rejecting the null hypothesis, as frequency distribution obeyed the rules Cochran . Results:
Mean age was 46.74 years. 6 (19.35%) microinvasive tumors (tumor-free margins and no
lymphovascular involvement in 100% of specimens) and 25 (80.65%) invasive tumors.
Invasive tumors predominated as poorly differentiated. Tumors were more often negative for
PDGFR-f and positive for VEGF. Concerning the degree of positivity, prevalent tumors with
minimal expression of PDGFR-f, decreasing moderate and strong expressions, differing from
the other two markers. For VEGF, the tumors most often had moderate expression, EGFR,
strong expression. All these differences reached statistical significance. For EGFR, significant
difference (p = 0.010) between expression and minimal expressions moderate / strong,
predominantly lower expression in in microinvasive tumors and strong expression in invasive
tumors. In PDGFR-p, identified a significant difference (p = 0.043) in the order to PDGFR-f3
positive, given that more often invasive tumors expressed positivity of this marker. Triple
positive tumors are significantly more frequent in the presence of lymphovascular invasion
and have poorly differentiated tumors degree compared to only positive for EGFR and
PDGFR-f. Conclusion: The positivity of immunohistochemical markers, especially in triple-
positive group, suggests that there are factors correlated with poor prognosis. Demonstrated a
correlation between the degree of EGFR expression and invasive tumors, as well as positive
PDGFR- and invasive tumors. The results suggest support for future studies with molecular
targeted drugs, with the possibility to change the prognosis of patients with cervical cancer or
help to separate the patients with tumors with poor prognosis, requiring a more aggressive
therapeutic approach.

Keywords: vascular endothelial growth factor, epidermal growth factor receptor, beta growth
factor derived from platelets receptor, angiogenesis, cancer of the -cervix;
immunohistochemistry.
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1.1 Apresentacao

O cancer de colo uterino representa doenga de grande importancia devido a sua alta
incidéncia e mortalidade nos paises em desenvolvimento. Varios fatores progndsticos
clinicos e anatomopatoldgicos vém sendo estudados e correlacionados com a sobrevida das
pacientes portadoras de carcinoma do colo uterino (NOVIK, 2003).

Entre as técnicas de biologia molecular empregadas no dia-a-dia do diagnéstico do
cancer estdo a imunoistoquimica (HELLBERG; TOT; STENDAHL, 2009) e a técnica de
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization). A imunoistoquimica € baseada no reconhecimento
de proteinas especificas (anticorpos de antigeno tecido), presentes no tecido tumoral, por
meio do uso de anticorpos monoclonais contra essas proteinas. Isso permite, por exemplo, a
deteccao da expressao tecidual de receptores e enzimas de interesse em espécimes tumorais
(SAAD, 2010b).

A imunoistoquimica foi desenvolvida inicialmente por Coons, em 1940, como técnica
de imunofluorescéncia de investigacdo para detec¢do de antigenos em cortes de tecido
congelado (COONS; CREECH; JONES, 1941). Os avancos técnicos ao longo das ultimas trés
décadas associados ao desenvolvimento de técnicas para a fabricacdo de anticorpos
monoclonais altamente especificos expandiram muito o arsenal de testes que pode atingir
praticamente qualquer marcador imunogénico (TAYLOR et al, 2002), dai a
imunoistoquimica estar na vanguarda diagnéstica (CHAN, 2000).

A deteccdo imunoistoquimica de marcadores tumorais tem se tornado método
amplamente utilizado em pesquisas e na rotina. Numerosos estudos tém sido realizados para
avaliar a significancia diagndstica, prognoéstica e terapéutica destas proteinas celulares (LIU
et al., 2007; HELLBERG; TOT; STENDAHL, 2009).

Com a adaptacdao da técnica de tecidos fixados em solucdo de formol 10% e
embebidos em parafina, a imunoistoquimica agora ¢ compativel com os procedimentos padrao
para processamento de tecidos e pode até mesmo ser realizada a posteriori sobre blocos
de tecido arquivados por muitos anos, sendo usada rotineiramente para tratar importantes
questdes de diagndstico (WICK; RITTER; SWANSON, 1999).

O exame clinico associado a andlise histoldgica dos tumores de colo uterino, e em
alguns casos, a exames de imagem, tem sido determinantes para a indica¢do correta do

tratamento. Atualmente, o tratamento envolve, sumariamente, cirurgia, quimioterapia
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associada a radioterapia, seguida ou ndo por cirurgia ou quimioterapia isolada, ndo havendo
ainda subsidios cientificos que indiquem o uso de drogas alvo molecular.

O padrao atual de tratamento do cancer de colo uterino nao cura, pelo menos, 15%
dos casos de tumores volumosos no estadio IB e 45% das pacientes no estadio IIIB. Além
disso, o tratamento multimodal integrando quimioterapia, cirurgia e radioterapia mesmo
quando adequado, € pouco provdvel aumentar substancialmente a taxa de cura
(McCLUGGAGE, 2007).

Nos tltimos anos tem havido rdpida expansdo da literatura para investigar o valor da
imunoistoquimica como auxilio diagnéstico em patologia ginecoldgica em geral. No
entanto, no campo da patologia cervical, ainda hd um nuimero reduzido de estudos
(KURAMOTO et al., 2008).

O desenvolvimento da identificacdo de marcadores bioldgicos por imunoistoquimica
tem permitido a incorporagdo crescente de drogas de alvo molecular (MAURO et al., 2002)
ao arsenal terapéutico contra tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas, o que se constitui
em mudanga de paradigma em oncologia clinica (SAAD, 2010a).

Terapias moleculares especificas estdo sendo testadas atualmente em uma variedade
de tipos de tumor, com resultados promissores (CHAVEZ-BLANCO et al., 2004).

O estudo de marcadores moleculares no carcinoma invasor do colo uterino é
promissor, mas, até 0 momento, ndo apresenta aplica¢io na prética clinica (SILVA-FILHO,
2009). Devido a isso, o passo légico a seguir é o desenvolvimento de estudos que
investiguem mais profundamente a expressdo de marcadores biolégicos para dar lugar aos
testes de terapias alvo molecular tentando melhorar o prognéstico de pacientes com
cancer do colo do ttero (CHAVEZ-BLANCO et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo geral correlacionar as caracteristicas
histopatoldgicas e imunoistoquimicas nas amostras de pacientes com cancer de colo
uterino. Os objetivos especificos deste estudo foram: identificar as caracteristicas
histopatoldgicas de amostras de pacientes com cancer de colo uterino (tipo histolégico,
tamanho do tumor, grau histolégico, margens cirurgicas, presenca de invasdo
linfovascular ou angiolinfatica, mensuracdo da invasao estromal, mensuragao da extensao
da invasdo e andlise linfonodal); verificar a expressdo e o grau de expressdo dos
marcadores imunoistoquimicos VEGF, PDGFR-B, EGFR nas amostras de pacientes com
cancer de colo uterino; investigar a associagdo entre as caracteristicas histopatolédgicas e o

perfil imunoistoquimico de amostras de pacientes com cancer de colo uterino.
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O estudo foi do tipo transversal, retrospectivo. Um grupo com cancer de colo uterino
microinvasivo (tumores com profundidade da invasdo estromal menor ou igual a 5 mm ou
extensdo horizontal menor ou igual a 7 mm) e outro invasivo (tumores com profundidade da
invasdo estromal maior que 5 mm ou extensdo horizontal maior que 7 mm), submetidos a
andlise imunoistoquimica para os marcadores biolégicos VEGF, EGFR, PDGFR-f, atendidos
em laboratdrio de referéncia em imunoistoquimica na cidade de Caruaru/PE.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE e registrado sob CAAE ndmero 3353.0.000.172-10 (ANEXO F), sendo
iniciada apos a referida aprovacgdo e teve como orientador o Professor Dr. Adelmar Afonso de
Amorim Junior.

O desenvolvimento dessa dissertagdo resultou na elaboragdo de dois artigos. O
primeiro intitulado “Expressao do receptor do fator de crescimento vascular endotelial no
cancer de colo uterino: uma revisao sistematica”, enviado para publicacdo na qualidade de
artigo de revisdo para a Revista Paraense de Medicina, estrato B4 na area de MEDICINA 1I.
Teve como principal objetivo rever de forma sistemética a expressao do receptor do fator de
crescimento vascular endotelial e sua correlagdo com o progndstico em pacientes com cancer
de colo uterino através de uma revisdo sistematica em base de dados eletronica.

O segundo artigo, “Expressao do fator de crescimento vascular endotelial,
receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas e receptor do fator de
crescimento epidérmico no cancer de colo uterino’, serd submetido na qualidade de artigo
original para aprecia¢do do Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, estrato B4
na drea de MEDICINA 1II. Teve como objetivo avaliar a correlacdo entre as caracteristicas
histoldgicas e a expressdo dos marcadores bioldgicos fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e receptor beta do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR-).

Os artigos foram elaborados de acordo com as normas para publicacdo especifica de
cada revista (ANEXOS D e E) e, posteriormente, enviados para submissdo via e-mail ou via

correios a depender dos critérios de cada periddico.
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2.1 Epidemiologia

O cancer de colo uterino € a segunda ou terceira causa mais comum de cancer entre
mulheres no mundo (BRAY et al, 2005; MARTINS; THULER; VALENTE, 2005; PARKIN
et al, 2005; KAMANGAR; DORES; ANDERSON, 2006; PEREZ et al, 2006; CHOI et al,
2008; SILVA-FILHO, 2009). H4 aproximadamente 500 mil casos novos por ano, no mundo,
e aproximadamente 230 mil 6bitos dessas mulheres por ano (BRITO; VIANA; PEREIRA,
2007; BRASIL, 2009; MINAGUCHI; YOSHIKAWA, 2010).

H3é estimativa de diagndstico de 12.710 novos casos de cancer de colo uterino, nos
Estados Unidos, em 2011, com 4.294 mortes decorrentes dessa doenca (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2011). Apesar do declinio substancial na incidéncia e mortalidade do
cancer de colo uterino em paises desenvolvidos resultante do screening efetivo (MA et al.,
2004; MARTINS; THULER; VALENTE, 2005), a incidéncia entre mulheres hispanicas e
latinas continua alta (SHERMAN et al., 2005; HOWE et al., 2006).

Aproximadamente 78% a 80% dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento
(BRITO; VIANA; PEREIRA, 2007; MACHADO et al., 2005), onde o cancer de colo uterino
¢ a segunda causa mais frequente de morte entre mulheres (MARTINS; THULER;
VALENTE, 2005; PEREZ et al., 2006; CHOI et al., 2008; MINAGUCHI; YOSHIKAWA,
2010), especialmente em idade reprodutiva (CHAVEZ-BLANCO et al, 2004; GOLIJOW et
al., 2005; PEREZ et al., 2006; BRASIL, 2009).

Para o Brasil, no ano de 2012, esperam-se 17.540 casos novos de cancer do colo do
utero, sendo considerado um importante problema de satde publica no mundo, com risco
estimado de 17 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2011).

A incidéncia de cancer do colo do utero evidencia-se na faixa etdria de 20 a 29 anos
e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente na faixa etdria de 45 a 49
anos (MENDONCA et al., 2008). Ao mesmo tempo, com exce¢cdao do cancer de pele, €
esse cancer que apresenta o maior potencial de prevencdo e cura quando diagnosticado
precocemente (MA et al., 2004; MARTINS; THULER; VALENTE, 2005; BRASIL, 2009).

A média mundial de sobrevida em cinco anos € estimada em 49% (BRASIL, 2009).
Em paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos varia de 51% a 66%

contrapondo-se ao que ocorre nos paises em desenvolvimento, onde os casos sao
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diagnosticados em estadios relativamente avancados. Consequentemente a sobrevida média

€ menor, igualando-se a 41% apds cinco anos (CHOI et al., 2008).

2.2 Historia natural do cancer de colo uterino

O cancer do colo do utero, também denominado cervical, demora muitos anos para se
desenvolver. E considerado de bom prognéstico, se diagnosticado e tratado precocemente
(MENDONCA et al., 2008; THULER; MENDONCA, 2005; THULER, 2008). No entanto
os resultados do tratamento da doencga localmente avancada sdo insatisfatérios (CHAVEZ-
BLANCO et al., 2004), além de implicarem em maior taxa de recorréncia da doenca € menor
sobrevida, quando comparado com aqueles diagnosticados e tratados em estadios iniciais
(VIEIRA et al., 2009). Dai decorre que o estadiamento representa o fator progndstico mais
importante no carcinoma invasor do colo uterino, refletindo sua disseminacdo local e a
distancia (DENNY et al., 2006; QUINN et al., 2006; THULER, 2008).

Embora o tipo histolégico ndo defina o planejamento terapéutico, isoladamente
(DENNY et al., 2006), a identificacdo das alteracdes celulares que podem desencadear o
cancer permitem diagndstico precoce, além de tratamento adequado e menos invasivo. Essas
células sdo descobertas facilmente no exame preventivo do cancer de colo uterino (conhecido
também como teste de Papanicolaou), cuja realizagao deve ser periddica, buscando alteracdes
na juncao escamo colunar, tanto do epitélio escamoso como do epitélio colunar, principais
sitios de sua origem (MA et al., 2004; MARTINS; THULER; VALENTE, 2005; SALCEDO;
SILVEIRA; ZETLER, 2008; THULER, 2008).

Sao reconhecidas trés principais categorias de carcinomas invasores da cérvice:
carcinoma de células escamosas ou epidermdide (representando cerca de 80% dos casos),
adenocarcinoma (respondendo por 10% dos casos) (JHINGRAN et al., 2008; BRASIL, 2009)
e carcinoma adenoescamoso (JHINGRAN et al., 2008). Essa classificagdo é importante dado
que os tumores nao epidermdides, ou seja, originados do epitélio glandular da endocérvix,
apresentam pior progndstico em comparac¢do ao carcinoma de células escamosas (SINGH,

ARIF, 2004; QUINN et al., 2006).
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Dentre os agentes causais do cancer cervical, a infec¢do pelo papilomavirus humano,
o HPV, estd comprovadamente relacionada a tumores malignos, especialmente em presenca
de subtipos de alto risco (BOSCH et al., 2002; zur HAUSEN, 2002; KRUSE et al., 2004;
GOLIJOW et al., 2005, THULER; VALENTE, 2005; APPLEBY et al, 2006;
ELEUTERIO-JUNIOR; GIRALDO; GONCALVES, 2006; PEREZ et al., 2006; ZEFERINO;
DERCHAIN, 2006; BRITO; VIANA; PEREIRA, 2007; BRASIL, 2009; HANDISURYA;
SCHELLENBACHER; KIRNBAUER, 2009; ROSA et al, 2009; MINAGUCHI,
YOSHIKAWA, 2010). Assim carcinogénese cervical é um
processo  multifatorial e envolve fatores genéticos, ambientais, hormonais

e fatores imunoldgicos, além de HPV (JAYSHREE et al., 2009).

2.3 Mecanismos da carcinogénese: transducao de sinal celular

No ciclo celular, ocorrem mudancas na sequéncia normal da molécula do &cido
desoxirribonucleico (DNA), ao longo do tempo, causadas por erros de replicacio do DNA ou
por mutagdes hereditarias, resultando em translocacdes, perdas ou amplificacdes de genes,
proto-oncogenes e genes supressores de tumor, que podem alterar as fungdes e as
propriedades de crescimento celular (TELLES, 1999; KRUSE et al., 2004; NOGUEIRA et
al., 2006; STOBLOM et al., 2006).

Para realizacdo dos processos bdsicos da transcricdo e replicacio do DNA,
necessdria a sobrevivéncia celular e também a manutencdo da estabilidade genOmica,
evitando o desenvolvimento de neoplasias malignas, a célula promove reparagdo do DNA e
morte celular programada, denominada apoptose (LOEB; LOEB; ANDERSON, 2003). A
apoptose permite eliminagcdo espontanea das células anormais ou malignas, quando a
reparacao do DNA ndo ocorre de forma eficiente (ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2006).

Dai, decorre definir-se o cancer como o crescimento tecidual resultante do
desequilibrio entre proliferacdo celular e apoptose, a qual impediria a progressdo tumoral
(ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2006), bem como admitir que ele € doenca genética causada
pelo acimulo de alteragcdes na sequencia normal do DNA. O desequilibrio entre proliferacdao
celular e apoptose € secunddrio a uma série de alteracdes genéticas ou epigenéticas, a

maioria delas de natureza somadtica (adquirida) (MINAGUCHI; YOSHIKAWA, 2010),
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embora a suscetibilidade ao cancer possa também ser afetada por fatores ambientais e pela
acdo de genes modificadores multiplos de baixa penetrancia (LOEB; LOEB; ANDERSON,
2003).

Pelo fato das alteragdes na sequencia normal do DNA, em quase todos os canceres,
serem origindrias de uma unica célula progenitora, em vez de um grupo de células, admite-se
que o cancer tem origem clonal. No entanto, € relevante ressaltar que essas explicacdes sdao
didaticas, porque, para os canceres mais comuns, multiplos eventos genéticos ocorrem em
muitos genes diferentes durante o processo de carcinogénese (KRUSE et al., 2004;
NOGUEIRA et al., 2006; SJOBLOM et al., 2006). Um exemplo dessa afirmacdo € o fato da
tetraploidia e da instabilidade cromossOmica serem implicadas como eventos precoces na
carcinogénese cervical (OLAHASKTI et al., 2006).

As alteracdes na molécula de DNA ndo comprometem apenas o ciclo celular, mas
promovem também modificacdes na comunicacdo das células e, portanto, na homeostase
celular.

A comunicacdo entre duas ou mais células € mediada por moléculas que atuam em
células-alvo, localizadas a distdncia (comunicacdo enddcrina) ou na sua vizinhanga
(comunicagdo paricrina), podendo, em alguns casos, a mesma célula ser a emissora e a
receptora do sinal bioquimico (comunicacao autdcrina). Além dos processos extracelulares de
comunicacdo, inimeros processos intracelulares, coletivamente denominados “transducdo de
sinal” ou ‘“vias de sinalizacdo”, sdo desencadeados pela interacdo entre moléculas
mensageiras (ligantes) e receptores especificos, localizados na célula-alvo (SAAD, 2010b).

Pelo exposto, decorre ampliar o conceito de cancer para uma doenca genética, de
origem focal, derivada de alteragdes moleculares no DNA, que promovem modificacdo do
ciclo proliferativo e da transducdo de sinal, da reparacdo do dano ao DNA e das relagcdes
entre a célula neopldsica e as células vizinhas ou a matriz extracelular, associadas ao
desequilibrio entre proliferagcdo celular e apoptose (RAK et al., 2002).

Para atender aos objetivos desta pesquisa, cabe detalhar a carcinogénese no que se
refere a transducdo de sinal celular. Diversos processos de transdu¢do de sinal sao
caracterizados pela adi¢do de fosfato a substratos proteicos ou lipidicos, sendo essa reacdo
catalisada por enzimas denominadas quinases. As quinases que fosforilam proteinas em
residuos especificos do amino4cido tirosina sdo denominadas tirosina quinases. Os receptores

de membrana com atividade intrinseca de tirosina quinase controlam fungdes celulares de
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especial interesse para a oncologia, como proliferacdo e diferenciacdo celular (GSCHWIND;
FISCHER; ULLRICH, 2004).

Existem atualmente mais de 60 receptores de tirosina quinase, agrupados em 20
familias, das quais as mais importantes sao as familias do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR), do receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), do
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e do receptor para o fator
de célula tronco (steem cell factor - c-Kit), os quais exercem fungdes distintas, mas partir
de um mecanismo comum (SAAD, 2010a; SAAD, 2010b).

O mecanismo genérico de funcionamento dos receptores de membrana envolve a
interacdo entre a por¢do extracelular do receptor e seu respectivo ligante; a dimerizacdao do
receptor com mudancas na sua conformacgdo estrutural; autofosforilacdo em residuos de
tirosina localizados na por¢do intracelular do receptor e, consequentemente, a ativacao de
vias intracelulares de transdugdo de sinal (GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH, 2004).

A sintese dos receptores de tirosina quinase € mantida extremamente controlada em
células normais. No entanto, nas células tumorais, essa sintese estd aumentada, ou seja, o
processo neopldsico acompanha-se de aumento da expressdo génica ou proteica desses
receptores com atividade intrinseca de tirosina quinase, os quais passam a ser classificados
como oncogenes, ou seja, como moléculas com capacidade de promover a mutacao de células
normais a células neopldsicas, com maior capacidade de resisténcia a hipéxia e ao estresse
oxidativo, portanto resistentes a apoptose (RAK et al., 2002; LEVITZKI, 2002).

Outro aspecto importante dos receptores tirosina quinase € sua relagdio com o
crescimento tumoral. Na medida em que as células tumorais se reproduzem, passam a
necessitar de suprimento de nutrientes maior € mais rapido, j4 que o consumo proteico estd

exacerbado (RAK et al., 2002).

2.4 Angiogénese

A angiogénese, processo de formacao de novos vasos sanguineos, desempenha um
papel crucial em muitas condi¢cdes normais e patologicas (CHUNG; LEE; FERRARA,
2010; RAICA; CIMPEAN, 2010). E essencial ao crescimento tumoral, sobrevivéncia,

invasdo (PRESS; LENZ, 2007), facilita também o acesso das células tumorais a corrente
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circulatéria, promovendo metastases (FOLKMAN, 2002; KANDA et al., 2005; SOUFLA et
al., 2005).

Na fase tumoral inicial, as células neopldsicas obtém nutrientes e fatores de
crescimento por difusdo, a partir da linfa e dos tecidos adjacentes, especialmente quando

constituem tumor sélido, até 1-2 mm®

, para continuarem a crescer (STARLING;
CUNNINGAGHAM, 2004) os focos tumorais necessitam de suprimento sanguineo proprio
para assegurar a manutencdo da reproducao celular acelerada e irregular. Para isso, as células
tumorais sintetizam concentra¢des maiores de fatores de crescimento e dos receptores de
membrana tirosina quinase, os quais promovem a formag¢do de novos vasos, num processo
denominado angiogénese (CHOI et al., 2008; SAAD, 2010b).

Na carcinogénese, ha a ativacdo dos oncogenes mutados, promovendo aumento da
sintese de fatores de crescimento da vasculatura, acompanhada da perda da ag¢do de genes
supressores de tumor, o que contribui e promove a aquisicdo do fendtipo angiogénico pelos
clones de células tumorais. Dessa forma, como a angiogénese tumoral deriva do desequilibrio
entre os mecanismos estimuladores e inibidores da neoformagdo vascular, com predominio
dos primeiros, e este desequilibrio tem origem na alteracdo molecular do DNA, admite-se que
a angiogénese tumoral é geneticamente determinada (RAK et al., 2002).

Admite-se, entdo, modernamente, que a angiogénese € a forma pela qual as alteragdes
genéticas nas células cancerosas transcendem os limites celulares e asseguram o mecanismo
de suporte externo, dependente do hospedeiro, para a sobrevivéncia das células tumorais. Essa
afirmacdo tem sido comprovada pela observagao de que, quando a microvasculatura tumoral é
comprometida, as células tumorais padecem e entram em apoptose, principalmente como
resultado de hipdxia e estresse metabolico. Em resumo, as alteracdes no DNA promovem a
proliferacdo celular desordenada, o desequilibrio da transdugdo de sinal celular pela alteragao
dos receptores de tirosina quinase e a angiogé€nese, como fendmenos intimamente interligados
e sequenciais (PRESS; LENZ, 2007).

Essas evidéncias promoveram a busca de melhor compreensao da acdo dos receptores
de membrana de tirosina quinase, quer como alvo de terapia antineoplasica (CARMELIET,
2003), quer como marcadores bioldgicos do processo neopldsico, admitindo que possam
auxiliar no diagnodstico, bem como em tratamentos mais especificos e com melhores

resultados.
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2.5 Receptores de membrana com atividade intrinseca tirosina quinase

Os receptores de membrana com atividade intrinseca tirosina quinase sao
glicoproteinas ligadas a membrana celular, as quais possuem dominio extracelular (para
contato com os ligantes), por¢do transmembrana e dominio intracelular. Apds interagdo com
o ligante, duas moléculas do receptor se aproximam e formam dimeros. O dominio
intracelular possui locais para autofosforilagdo em residuos de tirosina, o que promove
ativacdo da proteina growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), do grupo de genes
denominados son of sevenless (SOS), as proteinas rat sarcoma virus (Ras) e o proto-
oncogene serine/threonine-protein kinase (Raf), com consequente ativacdo das mitogen-
activated protein kinases (MAP-quinases), catalisadas pela proteina ativadora da MAP-
quinase (Mek). Essa cascata ativa as extracellular-signal-regulated kinases (Erk). Como
resultado, ocorre ativagdo dos genes Jun, Fos e Myc que ativam fatores de transcri¢io, que se

ligam aos promotores de genes que codificam proteinas importantes para os processos de

proliferacdo, motilidade e invasao celular (SAAD, 2010a).

2.5.1 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), uma glicoproteina
transmembrana (PRESS; LENZ, 2007; SAAD, 2010a), é o receptor de membrana para
ligantes como fator de crescimento epidérmico (EGF) e transforming growth factor-alpha
(TGF-a) e estd envolvido na transmissdao de mensagens necessdrias a sobrevivéncia e a
proliferacdo de células normais e neoplésicas (SAAD, 2010a; SOONTHORNTHUM et al.,
2011).

Na Figura 1, observa-se o mecanismo de acdo do receptor EGFR. A ativacdo de
receptores ligados a tirosina quinase pelo acoplamento de ligantes na por¢do extracelular da
membrana plasmatica desencadeia a cascata de reacdes de ativagdo. Assim, o receptor tirosina
quinase ativado liga-se, na por¢do extracelular ao fator de crescimento epidérmico (EGF)
ativando o dominio citoplasmdtico da tirosina quinase, do que resulta a fosforilacdo dos

residuos de tirosina intracelulares. Essa ativagdo promove a ligacio do dominio SH2 da
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proteina GRB2 aos residuos fosforilados da tirosina, a qual se liga ao fator SOS, por dois
dominios SH3 da CRB2. O acoplamento do complexo GRB2-SOS a porcdo fosforilada do
EGFR promove a ativagdo da proteina SOS, a qual remove a guanina-difosfato (GDP) da
proteina RAS, o que permite que esta se ligue a guanina-trifosfato (GTP), ativando-se. Ativa,
a RAS pode se ligar a outras proteinas que estimulam a via MAP-quinase e transmitindo a
informacdo recebida do receptor até o interior do nucleo para estimular a proliferacdo e
diferenciacdo celular. A atividade de RAS é terminada pela hidrélise de GTP, que é
estimulada por proteinas ativadoras de GTPase (GAPs), quando a proteina volta ao seu estado
inativo. As mutacOes de genes RAS em cancer de humanos tém efeito de inibir a hidrdlise de
GTP pelas proteinas RAS. Assim, essas proteinas RAS mutadas permanecem continuamente
na forma ativa ligada a GTP, conduzindo a proliferacdo desordenada das células cancerosas
mesmo na auséncia de estimulacao de fator de crescimento (WORTZEL; SEGER, 2011).

Pelo fato de o receptor EGFR mutado comportar-se como oncogene no
comprometimento do colo do ttero, promovendo proliferagdo celular tumoral e induzindo
neovascularizagao, facilitando metédstase tumoral, essa molécula tem sido alvo de estudos
para sua identificacio no tecido neopldsico e para desenvolvimento de drogas
antineopldsicas (LAGRANGE et al, 1993; CIARDIELLO; TORTORA, 2008;
NOORDHUIS et al., 2009; IIDA et al., 2011; SOONTHORNTHUM et al., 2011).

Dentre os métodos de determinacdo da express@do do EFGR no cancer do colo uterino
estdo marcagdo com radioligantes, imunoabsor¢ao (ELISA), citometria de fluxo, FISH e
imunoistoquimica, cujos resultados variam de 6% a 100%, devido a grande variedade de
técnicas e a falta de padronizacdo de reagentes € métodos (SOONTHORNTHUM et al.,
2011).
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Figura 1 — Cascata de reacées desencadeadas pela ativacao do EGFR
Fonte: http://www.thefullwiki.org/Cell_signaling

lida et al. (2011), com o objetivo de investigar os padroes de EGFR, sua
hiperexpressdo, a amplificagdo génica e a presenca de mutagdes ativas no dominio tirosina
quinase desse gene, analisaram 59 casos de carcinoma escamoso e 52 casos de
adenocarcinoma ou carcinoma adenoescamoso. Utilizaram as técnicas de FISH,
imunoistoquimica e rastreamento de mutacdes do EGFR por single-strand conformational
polymorphism (PCR-SSCP), cujos resultados foram correlacionados com dados clinicos. Na
imunoistoquimica, 38% dos 59 casos de carcinoma escamoso foram positivos, contra 2% dos
casos de adenocarcinoma ou carcinoma adenoescamoso, diferenca esta com significancia

estatistica. Os autores identificaram amplificacdo do gene EFGR exclusivamente em
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carcinomas escamosos e consideraram o achado relevante para diagndstico, progndstico e
avaliacdo da resisténcia terapéutica, uma vez que a sobrevida dessas pacientes foi menor que a
daquelas nas quais a amplificacdo estava ausente. Recomendaram que as pesquisas com
imunoistoquimica devessem prosseguir por ser um método de menor custo operacional,
rapido e que pode ser incorporado a rotina anatomopatoldgica.

Quanto ao emprego de drogas antineopldsicas dirigidas as acdes do EGFR, os
resultados de estudo ainda sdo controversos. Essas drogas empregam anticorpos monoclonais
anti-EGFR ou inibidores dos residuos de tirosina quinase na molécula do EGFR. Os
anticorpos monoclonais anti-EGFR ligam-se a por¢do extracelular do receptor impedindo sua
dimerizacdo pela oclusdo da regido ligante. Consequentemente essas drogas inibem a
proliferacdo celular, a angiogénese pelo bloqueio da sintese de VEGFR e potencializam a
atividade antitumoral das drogas citotéxicas e da radioterapia. Integram esse grupo o
cetuximabe e o panitumumabe As drogas que bloqueiam os residuos de tirosina quinase
atuam impedindo a fosforilagdo do EGFR e, portanto, o desencadeamento da cascata proteica,
do que derivam os mesmos efeitos celulares dos anticorpos anti-EGFR, tal como o fazem o
erlotinibe e o gefitinibe (CIARDIELLO; TORTORA, 2008; LONGATTO-FILHO et al.,
2009; NOGUEIRA-RODRIGUES et al., 2009; TACERVA, 2011).

2.5.2 Receptor do fator de crescimento epidérmico humano-2 (HER-2/neu)

A familia de receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) compreende
quatro receptores transmembrana estruturalmente relacionados, incluindo EGFR (HER1 ou
erbB-1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4), os quais contém uma regido
citoplasmatica, com excecdo do HER3 e todos, com excecdo do HER?2, apresentam ligantes
especificos em dominios extracelulares. Essa caracteristica diferencial do HER?2 explica o fato
de todos os receptores da familia dimerizarem preferencialmente com o HER2 (FISZMAN;
JASNIS, 2011).

A ativagdo dos receptores HER, em condigdes fisiologicas normais, € controlada
espacialmente e temporalmente por seus ligantes, membros da familia de fatores de

crescimento EGF. Ap6s homo e heterodimeriza¢des dos receptores, ocorre fosforilacdo dos
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residuos de tirosina quinase intracelulares, o que desencadeia a cascata de moléculas
sinalizadoras citplasmaéticas para transduc¢do de sinal com o nicleo (CARNEY, 2007).

A dimerizacdo de receptores com o receptor do fator de crescimento epidérmico
humano-2 (HER-2/neu, também conhecido como c-erbB-2) promove transducao de sinal para
ativar mobilidade, sobrevida e proliferacao celular, assim como resisténcia a apoptose. Dai
decorre que a mutacdo ou hiperatividade do HER-2/neu promove alteracdes em todos esses
processos celulares, propiciando condicdes para o crescimento tumoral. Adicionalmente a
mutacdo concomitante do EGFR e da HER-2/neu favorece o aumento da sintese do receptor
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), aumentando a angiogénese e
fornecendo melhores condi¢des para o crescimento tumoral (CIARDELLO; TORTORA,
2008).

As pesquisas sobre o valor diagndstico, progndstico e de resposta terapéutica
envolvendo o HER-2/neu apresentam resultados controversos, conforme o tipo de cancer e
sua localizacdo. H4 estudos que indicam que a expressdo da oncoproteina HER2/neu e sua
amplificacdo génica global sdao eventos raros em neoplasia cervical, fornecendo evidéncias de
que HER2/neu nao desempenha qualquer papel importante no desenvolvimento e progressao
da neoplasia cervical (ROSTY et al., 2004; LESNIKOVA et al., 2009); todavia a
amplificacdo de HER-2 foi encontrada com relagdo direta com o grau das lesdes cervicais
(PROTRKA et al, 2007), alguns estudos mostrando revelando uma relacdo inversa da
expressao do HEr2/neu e o estadio clinico (LEE et al., 2004), bem como sua hiperexpressao
mostrou-se associada com pior progndstico, potencial metastitico e comportamento
bioldgico agressivo no cancer de colo uterino (CHAVEZ-BLANCO et al., 2004; GUPTA et
al., 2009).

Diferente da controvérsia relatada em diversas pesquisas sobre o valor diagndstico e
prognéstico do HER-2/neu em neoplasias malignas do colo do ttero, no cancer da mama sua
superexpressdo e significado prognéstico conduziram a elaboracdo e aprovacdo do uso do
trastuzumabe, um anticorpo monoclonal para HER-2/neu (CHAVEZ-BLANCO et al.,
2004), bem como ao uso desse marcador na pratica clinica, havendo implicancia no
progndstico e na decisdo clinica sobre a terapéutica a ser utilizada. O uso de trastuzumabe,
um anticorpo especifico contra ErbB-2, estd indicado apenas a pacientes com hiperexpressao

do HER-2/ErbB-2/neu (ZIDAN et al., 2005).
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2.5.3 Receptor do fator de crescimento vascular endotelial (VEGFR)

Os VEGFR sdo receptores de membrana para ligantes como os fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), que constituem uma familia de proteinas diméricas,
incluindo VEGF-A, VEFG-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E, assim como os fatores de
crescimento placentdrio (PIGF-1 e 2) (MATHUR et al., 2005; HICKLIN; ELLIS, 2006). Os
membros da familia VEGF sao importantes nos processos angiogénicos fisiolégicos em
adultos, tais como cicatrizagdo de feridas, ovulacdo e gravidez, bem como em condi¢des
patolégicas como o cancer (HICKLIN, ELLIS, 2006).

A sintese dos VEFG € induzida pela hipdxia tissular. Quando a célula estd deficiente
em oxigénio, sintetiza e libera os fatores induzidos por hipéxia (HIFla e HIF1B), o qual
transduz o sinal para a liberacdo de moléculas de VEGF, como também modula a sintese e
liberagdo de eritropoetina renal. As moléculas de VEGF entdo se ligam aos receptores
VEGFR localizados na membrana de células endoteliais, desencadeando a cascata de sintese e
liberacdo de moléculas de transducdo de sinal, culminando com a angiogénese, dentre outros
processos fisiolégicos (HICKLIN; ELLIS, 2006; CHOI et al, 2008).

Os fatores HIF1a e HIF1f sdo constantemente sintetizados pelas células, mas como o
fator HIF1a € altamente 14bil em concentragdes adequadas de oxigénio, ele se degrada e ndo
desencadeia a sintese de VEGF. No entanto, em hipdxia, o fator HIFla ndo se degrada e
forma o complexo HIF1a- B, estimulando a liberagdo de VEGF (CHOI et al, 2008).

Semelhante ao que ocorre com o EGFR e o Her-2/neu, os trés receptores dos fatores
de crescimento vascular endotelial (VEGFR) t€ém uma porc¢do extracelular (formada por sete
dominios semelhantes a imunoglobulina), uma por¢cdo transmembrana e uma por¢ao
intracelular, contendo dominios de residuos de tirosina quinase. Cada receptor liga-se a um
tipo diferente de fator de crescimento vascular endotelial. Assim, o VEGF, o VEGF-Be o PIF-
1,2 ligam-se ao VEGF]1, promovendo o recrutamento de células endoteliais e a migracdo de
mondcitos. O VEGFR-2, também denominado KDR/Flk-1 se expressa praticamente em todas
as células endoteliais e liga-se as proteinas VEGF, VEGF-c, VEGF-D e VEGF-E para regular
a proliferacdo, a migracdo e a sobrevivéncia de células endoteliais, enquanto que o receptor
VEGFR-3 atua exclusivamente no endotélio linfatico, apesar de se expressar nos vasos
sanguineos associados a tumores. Além da acdo dos VEGFR sobre a angiogénese, a

linfangiogénese (BRESLIN et al., 2007) e a migragdo de mondcitos no sitio de hipdxia,
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favorecendo reacOes imunoldgicas, a cascata de transdugdo de sinal inclui a ativacdo dos
sistemas Ras, Raf e MAP, portanto favorecendo os processos relacionados a multiplicagio
celular (NILSSON; HEYMACH, 2006) (Figura 2).

Dai decorre que o aumento da concentracdo de VEGF e dos receptores VEGFR (por
superexpressdao génica) serem implicados em pior progndstico do cancer, favorecendo maior
agressividade tumoral e metéstase, com redugdo do tempo de vida total e de sobrevida livre de
doenca.

Desde o inicio dos estudos experimentais, o VEGF foi pensado para ser um alvo
promissor para a terapia antiangiogénica e o anticorpo humanizado contra o VEGF,
bevacizumabe, foi a primeira droga antiangiogénica introduzida na prética clinica
(FERRARA; KERBEL, 2005).

Diversos tumores sélidos apresentam superexpressio de VEGF, responsdvel por
contribuir para maior potencial metastatico nesses casos (SAAD, 2010a). GAFFNEY et al.
(2003) estudaram cinco marcadores tumorais e observaram que a expressao do VEGFR s6 se
correlacionou com a sobrevida em andlises multivariadas. Ha estudos que tentam avaliar a
correlacdo entre a hiperexpressao do VEGFR e outros marcadores (NO et al., 2009).

A positividade VEGFR pode ser um preditor independente de ma resposta ao
tratamento, além de uma taxa de sobrevivéncia livre de progressao significativamente menor,
portanto a avaliacdo da expressdo do VEGFR antes do tratamento pode fornecer informacdes
adicionais para a identificacdo de pacientes com cancer cervical que terdo uma baixa
probabilidade de resposta a quimioterapia neoadjuvante € com um progndstico desfavoravel
(CHOI et al., 2008).

Compreende-se, dessa forma, a hipétese de que essas moléculas podem ser
biomarcadores de diagndstico, progndstico, bem como de eficicia terapéutica (MATHUR et
al., 2005). A expressao do VEGFR pode ser um potencial alvo molecular para estratégias de

tratamento antiangiogénico do cancer de colo uterino (HAMMES et al., 2008).
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Figura 2 — Diagrama da cascata de sintese e liberacio de sinais intercelulares do processo de angiogénese

promovido pelo VEGFR

Fonte: Nilsson; Heymach, 2006

2.5.4 Receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGFR)

A desorganizagdo tecidual observada nos canceres envolve também a transducdo de

sinal entre as células tumorais e as células normais circunjacentes, ou seja, entre as células
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estromais. O estroma contém células endoteliais, pericitos (0s quais estdo em contato com a
superficie externa dos vasos sanguineos), fibroblastos associados ao cancer e algumas células
do sistema imunoldgico. Juntas, estas células estromais contribuem com a angiogénese,
produzindo fatores que estimulam o crescimento tumoral e facilitam a invasdo dos tecidos
circunjacentes pelas células tumorais (WU et al., 2008), tal como ocorre no cancer de colo do
utero.

Além da agao dos receptores VEGFR na angiogénese, mais recentemente as pesquisas
indicaram que as células tumorais sintetizam concentracdes altas do receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e de seus fatores ligantes (PDGF), bem como ha
a acdo do fator de crescimento fibroblasto-like (FGF) no estroma tumoral.

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é o principal agente mitégeno
de células mesenquimais e consiste de uma familia de polipeptideos A, B, C e D que
promovem migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular, apds se ligarem a seus receptores
tirosina quinase PDGFR-a e PDGFR-f, formando homodimeros (PDGFR-aa, PDGFR-ff) ou
heterodimeros (PDGFR-0ff) (TAJA-CHAYEB et al., 2006). A ativacdo dos receptores
PDGFR pelas proteinas ligantes PDGF desencadeia a cascata de reagdes mediadas pela
transducgdo de sinal, aumentando a expressao de fatores que direta ou indiretamente estimulam
o crescimento das células tumorais e a angiogénese (RAICA; CIAMPEAN, 2010).

O envolvimento da fracdo PDGF-3 no desenvolvimento vascular ocorre precocemente
e se da pela estimulagdo da diferenciacdo das células-tronco embriondrias em células
endoteliais, mediada por compostos oxigénio reativos e pelo ion cdlcio. O PDGF nao estimula
apenas a proliferacdao das células endoteliais, mas também a sintese de VEGF, facilitando
assim a neoformacdo vascular. O PDGF-f e o PDGFR-B, sintetizados pelas células
endoteliais e pelos pericitos expressam-se no desenvolvimento da vasculatura normal e
patologica. No entanto, quando a sinalizagdo pardcrina € desequilibrada, as células
perivasculares ndo sdo recrutadas e as células endoteliais proliferam desordenadamente,
dando origem a angiogénese tumoral. Em resumo, o crescimento tumoral pode decorrer de
estimulagdo autdcrina da sintese de PDGF pelas células tumorais, de hiperexpressao ou
hiperativag¢do dos receptores PDGFR, ou ainda do aumento da angiogénese, derivada da agao
da PDGF no tumor (WU et al., 2008; RAICA; CIMPEAN, 2010).

A partir da constatacdo de que a terapéutica deve buscar a inibicdo do crescimento
tumoral pela inativacdo dos sinais de PDGF e PDGFR, trés mecanismos tém sido

investigados: reducdo das células estromais nas quais a transducdo de sinal de PDGF estiver
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ativa; inibi¢do indireta do tumor buscando acdo sobre os pericitos, para bloquear a
angiogénese tumoral independente da ag¢do da PDGF. Para tanto € necessario o
desenvolvimento de testes de identificacdo desses compostos em tecidos tumorais, permitindo
avaliar objetivamente a efic4cia terapéutica (WU et al., 2008).

Um inibidor de PGFR, o mesilato de imatinibe, tem beneficiado pacientes com
myeloid malignancies, GIST (gastrointestinal stromal tumor) (JONES; CROSS, 2004), pelo
efeito inibitério do crescimento. Trata-se de um potente e especifico inibidor de tirosina
quinase que tem demonstrado interesse pelo potencial alvo terapéutico para diversas
neoplasias. Os dados mais recentes da literatura sugerem que o bloqueio do PDGFR seria de

valor terapéutico no cancer de colo uterino (TAJA-CHAYEB et al., 2006).

2.6 Estadiamento

A compreensdao da carcinogénese e da angiogénese corroborou a importancia da
realizacdo do estadiamento oncoldgico, uma vez que ele tem implicagdes na escolha do
tratamento correto a ser feito. O exame clinico, associado a anélise histoldgica, e, em algumas
situagdes, aos exames de imagem, fornece a informacdo necessdria para o completo
estadiamento das pacientes com cancer de colo uterino. Esse estadiamento considera o
tamanho do tumor, o comprometimento linfonodal e a informacdo sobre sitio de
metdstase, completando a classificacao de neoplasias malignas (TNM) (EDGE et al. 2010).

O Sistema TNM foi idealizado nos anos 1940 e assumido pela Unido Internacional
Contra o Cancer nos anos 1950. Desde entdo vem sendo continuamente revisado e divulgado
(Brasil, 2004). Em praticamente todas as localiza¢des topograficas e tipos morfoldgicos de
tumores, o estadiamento pode ser restrito aos seguintes estadios: I, I, III e IV. Estadio O -
carcinoma in situ; Estadio I - invasdo local inicial; Estadio II - tumor primdrio limitado ou
invasdo linfatica regional minima; Estadio III - tumor local extenso ou invasdo linfatica
regional extensa; Estadio IV — tumor localmente avangado ou, como € quase o critério geral
de classificacdo, presenca de metéstases a distancia (GADELHA; COSTA; ALMEIDA, 2005)
(Quadro 1).
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Quadro 1 - Classificacio morfolégica de tumores de colo de iitero pelo sistema TNM

Tipo morfologico Classificacao Comprometimento linfonodal Metastase
- Tis NO MO
1A Tla NO MO
IA1 Tlal NO MO
1A2 Tla2 NO MO
1B T1b NO MO
IB1 T1bl NO MO
IB2 T1b2 NO MO
ITA T2a NO MO
1B T2b NO MO
IIIA T3a NO MO
- T1, T2, T3a NI MO
T3b Qualquer N MO
IVA T4 Qualquer N MO
IVB Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: EDGE et al., 2010

O Sistema TNM admite duas classificagdes: a clinica (TNM ou cTNM), estabelecida
antes que qualquer terapéutica tenha sido empregada, e a patolégica (pTNM), a partir da
andlise da peca cirturgica. O pTNM se aplica aos casos operados, podendo, ou nio, coincidir
com o cTNM. O estdgio em que uma neoplasia maligna é diagnosticada € dependente de
varidveis tumorais (tipo histopatolégico, localiza¢ao anatdmica, velocidade de crescimento e
potencial de invasdo e disseminacdo), das condi¢des de resisténcia imunoldgica do

organismo e da acessibilidade e qualidade dos servicos de satde.

A utilizagdo de um sistema de classificacdo de tumores malignos padronizado
permite inferir sobre o comportamento biologico do tumor, escolher condutas terapéuticas,
prever complicagdes, estimar progndsticos, organizar a avaliacdo dos resultados terapéuticos,
padronizar a publicacdo desses resultados, facilitar a troca de informacdes entre os
especialistas e contribuir para a pesquisa oncoldgica. Todavia, o principal objetivo refere-se a
comparacdo entre os resultados terapéuticos, por estadio, obtidos nos diversos centros de
tratamento do céncer, nacionais e internacionais (GADELHA, 1996; BRASIL, 2003;
BRASIL, 2004) (Quadro 2).
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Quadro 2 - Classificacio TNM do cancer de colo uterino

Categorias Estadios

Definicao
TNM da FIGO finig
X - Tumor primadrio ndo pode ser avaliado
TO - Sem evidéncia de tumor primdrio
Tis™ - Carcinoma in situ (carcinoma pré-invasor)
T1 I Carcinoma da cérvice confinado ao utero (extensdo ao corpo deve ser
desconsiderada)
Tla® IA Carcinoma invasor, diagnosticado somente pela microscopia
Invasdo estromal de at¢é 3 mm ou menos em profundidade e 7 mm ou
Tlal IA1 ~ .
menos de extensdo horizontal
Invasdo estromal maior que 3 mm e at¢ 5 mm em profundidade com uma
Tla2 1A2 ~ .
extensdo horizontal de 7mm ou menos
Lesdo clinicamente visivel, limitada ao colo, ou lesdo microscépica maior que
T1b IB
T1a2/1A2*
T1bl IB1 Lesdo clinicamente visivel com 4 cm ou menos em sua maior dimensao
T1b2 1B2 Lesdo clinicamente visivel com mais de 4 cm em sua maior dimensao
T I Tumor que invade além do utero, mas ndo atinge a parede pélvica ou o
terco inferior da vagina
T2a ITA Sem invasdo do paramétrio
T2al ITA1 Lesdo clinicamente visivel de 4 cm ou menos na maior dimensao
T2a2 ITA2 Lesdo clinicamente visivel maior que 4 cm na maior dimensao
T2b IIB Com invasio do paramétrio
T3 I Tumor que se estende a parede pélvica e/ou envolve o terco inferior da
vagina e/ou causa hidronefrose e/ou exclusdo renal
T3a MIA Tumor que compromete o ter¢o inferior da vagina, sem extensdo a parede
pélvica
T3b 1B Tumor que se estende a parede pélvica e/ou causa hidronefrose ou exclusdo
renal
o Tumor que invade a mucosa vesical ou retal e/ou que se estende além da pélvis
T4 IVA .
verdadeira
Linfonodos regionais
NX - Linfonodos nao pode ser avaliado
NO - Sem metdastase linfonodal regional
N1 1B Metéstase linfonodal metastdtica

Linfonodo regional inclui paracervical, parametrial, hipogdastrico (obturador), iliaco comum, externo e
interno, pressacral, e sacral
Metéstase a distancia

MO - Sem metdastase a distancia
Metastase a distancia (inclui disseminac@o peritoneal, envolvimento de
M1 IVB linfonodo supraclavicular, mediastinal ou para-adrtico, pulmdo, figado ou
0SS0S.
Notas:

1 - A FIGO (Federagio Internacional de Ginecologia e Obstetricia) nfo inclui mais o estadio O (Tis)

2 — Todas as lesdes visiveis macroscopicamente, mesmo com invasdo superficial, sdo classificadas como T1b/IB

* - Todas as lesdes visiveis macroscopicamente, mesmo com invasdo superficial, sdo classificadas como IB. A
profundidade da invasdo ndo deve ser maior do que 5 mm e a extensdo horizontal ndo deve ser maior do que 7 mm.
A profundidade da invasdo ndo deve ser maior do que 5 mm, medida a partir da base do epitélio, superficial ou
glandular, do qual se origina. A profundidade da invasdo ¢ definida como a medida do tumor, desde a jungdo epitelial-
estromal da papila epitelial adjacente mais superficial até o ponto mais profundo da invasdo. O envolvimento do espagco
vascular, venoso ou linfatico, ndo altera a classificagdo.

** - A presenca de edema bolhoso ndo é suficiente para classificar o tumor como T4.

Fonte: EDGE et al., 2010
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EXPRESSAO DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO
VASCULAR ENDOTELIAL NO CANCER DE COLO UTERINO: UMA
REVISAO SISTEMATICA'

VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR RECEPTOR EXPRESSION
IN CERVIX CANCER: A SYSTEMATIC REVIEW

Guacyra Magalhaes PIRES?, Adelmar Afonso de AMORIM JUNIOR?®, Maria Julliana
Galvao NUNESZ, Darley de Lima FERREIRA FILHOZ, Nicodemos Teles de PONTES-FILHO*

RESUMO

Objetivo: identificar através da revisdo sistemdtica a expressdo do receptor do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) nos diferentes graus de expressdo e
sua correlacdo com o progndstico em portadores de cdncer de colo uterino. Método:
revisdo sistemdtica de pesquisa nas bases de dados: PubMed, MedLine Old, MedLine,
LILACS, SciELO e Science Direct. Resultados: foram encontrados 107 publicacdes,
sendo 9 na PubMed, 80 na MedLine, 2 na MedLine Old, 16 na Science Direct e
nenhuma no LILACS e SciELO. Apenas 13 artigos foram selecionados baseados nos
critérios de inclusdo e exclusdo. Conclusao: apesar da escassez de estudos envolvendo
a expressdo do VEGF no cancer de colo uterino, hd a possibilidade de correlacionar a

expressdo com pior prognostico.

Descritores: fator de crescimento vascular endotelial, angiogénese, cancer de
colo uterino, imunoistoquimica, revisdo sistemdtica

INTRODUCAO

O cancer de colo uterino
representa doenca de grande
importancia devido a sua alta incidéncia
e mortalidade nos paises em
desenvolvimento. H4 aproximadamente
500 mil casos novos por ano no
mundo'??, sendo responsdvel pelo 6bito
de, aproximadamente, 230 mil mulheres
por ano, sendo a principal causa de
obito por cancer em mulheres em varios
paises em desenvolvimento™*”.

Focos tumorais maiores que 1 a
2 mm em didmetro necessitam de um
suprimento sanguineo garantido para
que continuem a crescer, entdo, as
células tumorais passam a produzir
fatores de crescimento, como o VEGF
(vascular endothelial growth factor). O
VEGF tem um papel fundamental na

angiogénese do tumor® promovendo a
formacao de novos Vasos6’7, fendmeno
essencial ao crescimento tumoral, também
importante para que o tumor possa ganhar
acesso a circulagdo e causar metéstases8’9’lo,
através do aumento da permeabilidade
vascular e proliferacdo das células endoteliais
vasculares, considerado um fator critico
envolvido no desenvolvimento e progressao
do cancer''. Diversos tumores sélidos
apresentam expressao (quantidade)
aumentada de VEGF, que contribui para
maior potencial metastatico nesses casos’.

O bloqueio a formagao de novos vasos
leva a reducdo do suprimento sanguineo ao
tumor. A expressao do VEGFR pode ser um
potencial alvo molecular para estudos de
prevencdo e tratamento do cancer de colo
uterino'? e ja estd sendo explorado em uma
ampla variedade de neoplasias'”.
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2 Mestrando em Patologia do Programa de Pés-Graduacdo em Patologia da UFPE
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4 Doutor em Nutri¢do pela Universidade Federal de Pernambuco



O estudo se justifica pela
escassez de artigos que estudem o perfil
imunoistoquimico do cancer de colo
uterino em nosso palis14 e mundialmente,
por conseguinte, poucos estudos que
envolvam o uso de drogas alvo
molecular no combate a doenca.

O objetivo dessa pesquisa €
realizar uma revisdo sistemadtica que
contemple a expressdo e o grau de
expressdo do fator de crescimento
vascular endotelial em individuos
portadores de cancer de colo uterino e
sua correlacdo com o prognodstico.

METODO

Revisdo sistematica realizada de
setembro até outubro de 2010, a partir
da base de dados online: PubMed (U.S.
National  Library of  Medicine),
MedLine (Literatura Internacional em
Ciéncias da Saude — 1997 - 2010),
MedLine Old (Literatura Internacional
em Ciéncias da Saude — 1966 — 1996),
LILACS (Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saide),
SciELO (Scientific Electronic Library
Online) e Science Direct, sem
delimitacdo do ano de publicacao.

Foram utilizados os descritores
(DeCs) na lingua inglesa: cervix cancer,
vascular endothelial growth factor;
recorreu-se ao operador légico “AND”
para combinacdo dos descritores para
rastreamento das publicacdes. Critérios
de exclusdo de artigos: (a) teses,
dissertacdes, monografias, artigos de
revisdo e relatos de caso; (b) artigos
escritos em outras linguas que nao o
inglés, francés, portugués ou espanhol;
(c) os artigos com individuos portadores
do HIV; (d) avaliacao
imunocitoquimica ou imunoistoquimica
realizada em outra topografia que nao o
colo uterino; (e) trabalhos que facam
subtipagem do VEGF. Critérios de
inclusdo de artigos: (a) apenas artigos
referentes ao cancer de colo uterino
invasivo; (b) artigo original de pesquisa
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com seres humanos; (c) estudo com pacientes
portadoras dos tipos histologicos escamoso
e/ou adenocarcinoma e/ou adenoescamoso;
(d) trabalhos com andlise imunoistoquimica
do marcador fator de crescimento endotelial
vascular . Foram também pesquisadas as
referéncias dos artigos incluidos. O estadio
clinico e a classificacdo histolégica foram
baseados nos critérios de classificacio da
FIGO" (Federagao  Internacional  de
Ginecologia e Obstetricia) e na World Health
Organization'®, respectivamente.

RESULTADOS

Inicialmente foram identificadas 107
publicacdes, sendo 9 na PubMed, 80 na
MedLine, 2 na MedLine Old, 16 na Science
Direct e nenhuma no LILACS e SciELO.
Foram excluidos pela leitura do titulo, leitura
do resumo, leitura do artigo na integra ou por
repeticdo 94 artigos. Ao final, apenas 13
artigos foram selecionados baseados nos
critérios de inclusdo e exclusdo. Para
apresentacdo dos resultados, optou-se por
considerar a apresentacdo das seguintes
variaveis: autor/ano, amostra, método,
resultado, conforme descrito na Tabela 1.

DISCUSSAO

A heterogeneidade dos artigos nao
permitiu a aplicagdo de tratamento estatistico
(metandlise). Ha grande dificuldade para
avaliar estudos sobre marcadores tumorais e
comparar seus resultados'’. As diversidades
que dificultam a avaliagdo vao desde a
escolha de anticorpos de diferentes
laboratérios; método de avaliagdo da
expressdo do marcador; subjetividade da
avaliacao da expressdo do marcador dada pelo
observadorlo; escore de expressio do
marcador para cada estudo; a inclusdo de
casos de carcinoma in situ misturados ao
carcinoma invasorlg; a heterogeneidade de
parametros estudados, como a auséncia de
andlise da relacdo entre a expressdo do VEGF
e o status linfonodal e a invasdo parametrial'’.

Um fato interessante encontrado foi o
periodo de  publicacio dos  artigos
selecionados, pois mesmo ndo estipulado
limite de periodo de publicacdo a partir dos



critérios de inclusio e de exclusdo,
verificou-se que s6 foram encontrados
artigos com data de publicacdo a partir
de 1999, apesar do método
imunoistoquimico ja ser utilizado na
patologia cirirgica desde 1974% e do
fator de crescimento vascular endotelial
ter sido isolado e clonado a primeira vez
em 1989*'. Essa situacio pode ser
decorrente do interesse pela
investigacdo  da  correlacio  de
marcadores bioldgicos e progndstico no
cancer de colo uterino, além da
possibilidade de direcionar o uso de
terapias antiangiogé€nicas apenas mais
recentemente, posteriormente a
demonstracdo em outros tumores
malignos, como da mama.

Os estudos tiveram amostragens
que variaram de 28-165 casos, entdao
estudos com amostragem pequena
dificultam ou até mesmo impedem o
estabelecimento de correlagdo da
expressao do marcador bioldgico,
VEGEF, e diversos parametros propostos.
Mesmo em estudos maiores, com 100"
e 152 pacienteslg, nao foi demonstrada
associacdo entre a forte expressdao do
VEGF e o estadiamento da FIGO",
talvez pelo nuimero reduzido de
pacientes em cada estadio.

Os tipos histolégicos mais
estudados foram 0 €scamoso,
adenocarcinoma, e menos
frequentemente, o adenoescamoso.
Houve diminuicdo de todas as
correlagdes significativas ao incluir
ambos, carcinoma espinocelular
(escamoso) e adenocarcinoma, para
andlise estatistica'’. Houve também
estudo em que ndo ocorreu correlagdo
entre quaisquer parametros por ter
ocorrido andlise apenas de
adenocarcinoma e adenoescamosozz,
onde ji se sabe que a expressdo do
VEGF ¢ significativamente mais forte
que em carcinoma escamoso=".

A andlise da correlacdo entre a
expressio do VEGF e a idade foi
estudada na quase totalidade dos artigos
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selecionados, exceto em 3 estudos'>*?

porém ndo foi demonstrada correlagdo em
nenhum dos estudos. Acreditamos que a
média de idade semelhante entre os estudos
possa ter tido influéncia na inexisténcia de
correlacdo entre a expressdo do VEGF e a
idade. Alguns estudos demonstraram nao
haver correlacdo também com o grau, subtipo
histolégico ou com controle local da
doenga22’24.

Em relagdo ao método, houve grande
heterogeneidade quanto a forma de analisar a
expressao do VEGF. Artigos que utilizaram
um escore em graus de expressdao
diferenciados por percentual de
expressio > "!® outros  com  escore
relacionado com grau de expressdo do tipo
minimo/moderado/intenso13’19, outros com
percentual de corte para considerar a
expressdo  positiva  ou negativa22’24’25.
Consideramos tal diversidade, fator
contribuinte para impossibilitar comparagdo
de resultados entre os estudos.

Diversos estudos estabeleceram uma
correlacdo entre a profundidade de invasdo no
estroma e a expressio do VEGFIO’%,
demonstrando que a expressdao do VEGF estd
relacionada com um pior progndstico. Ja a
correlacdo da expressio do VEGF e o
envolvimento linfonodal pelo cancer de colo
uterino foi demonstrada e revelou ainda
correlagio com invasdo parametrial®”. Tais
correlagdes implicam em pior progndstico,
também demonstrado mais claramente em
outros estudos' 7181,

Alguns estudos envolveram individuos
que foram submetidos a tratamento cirdrgico,
outros a radioterapia e/ou quimioterapia ou
ainda aqueles com combinagdo de cirurgia
seguida por radioterapia e/ou quimioterapia,
com poucos analisando a influéncia da
expressaio do VEGF no resultado de
tratamento especifico, com excecdo de um
tinico estudo'’ que considerou a expressdo do
VEGF um fator altamente significativo e
independente de progndstico para pacientes
com carcinoma do colo uterino tratados com
radioterapia. Portanto, a submissdo das
pacientes a diversos protocolos terapéuticos
nao analisados de forma separada em relacao



a expressio do VEGF impede a
avaliagcdo do resultado do tratamento.

Diversos estudos demonstraram,
em andlise multivariada, que a
expressdo do VEGF estd relacionada
com pior prognéstico'!"*, além de
menor sobrevida global e sobrevida
livie de doenca”’. Em andlise
univariada, apenas dois estudos tiveram
relagdo com pior progndstico quando da
expressdo do VEGE'%.

Outro problema encontrado foi a
forma que foi feito o estadiamento das
pacientes, como por exemplo, no estudo
em que as pacientes foram submetidas
apenas a tratamento com radioterapia e
com estadiamento feito com exame
clinico da pelve e ressonancia
magnética nuclear da pelve, sem andlise
do espécime cirtirgico para confirmacgdo
patolégica®.

Hellberg; Tot; Stendahl (2009)
perceberam que a impossibilidade de
analisar 0s estadios clinicos
separadamente, a falta de ajuste para a
expressdo de marcadores tumorais
relevantes concorrentes e a inclusdo de
diferentes subtipos histolégicos no
mesmo grupo de estudo pode levar a
conclusdes falsas sobre o significado

dos marcadores tumorais de
progndstico.
CONCLUSOES

H4 escassos estudos que
envolvam a expressao

imunoistoquimica do VEGF no céncer
de colo uterino, gerando subsidio
cientifico, talvez, insuficiente para a
realizagdo de estudos com drogas alvo
que bloqueiem a via da angiogénese.
Acreditamos que a expressao do
VEGF € um fator progndstico para o
cancer de colo uterino, porém novos
estudos, com maior numero de

pacientes, com avaliacao
individualizada  por  estadiamento,
tamanho de tumor, modalidade
terapéutica utilizada (cirurgia,

quimioterapia, radioterapia ou a
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combinacdo), estudos em paises em
desenvolvimento, onde o0s casos sdo
encontrados em estadios relativamente
avancados e, consequentemente, a sobrevida
média é menor, cerca de 41% apds cinco
anos’, poderiam ajudar a entender melhor a
influéncia do VEGF dentro de nossa
realidade.

Declaracio de conflitos de interesse:
Os autores nao tém conflitos de
interesse a declarar.
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Tabela 1 — Estudos que analisaram a correlagdo da expressdo e do grau de expressdo do VEGF (vascular endothelial growth factor) com progndstico no cancer de colo uterino.

AUTOR/ AMOSTRA DE ESTADIO METODOS RESULTADOS
ANO CARCINOMA
INVASOR
Hellberg; n: 165. Ib =54 Imunoistoquimica. VEGF >50% (n=87): IB-IIA, 53 (77,9%), IB-1V, 34 (59,7%) p
Tot; Stendahl, Hist.: 129 Ila=14 Escore em 4 graus: 0, auséncia de expressao do (0.03)
20097 €scamoso, 29 IIb=18 marcador; 1, expressdo em 1-19% das células Correlagdo com progndstico em andlise multivariada.
adenocarcinoma, 7 III =35 cancerigenas; 2, em 20—49%; 3, em 50% ou mais.
outras histologias. V=7
Trat.: radioterapia.
Hammes et al, n: 28 SI Imunoistoquimica. Expressao positiva em 75% (p < 0.001) aumenta de forma paralela
200812 Hist.: escamoso com a severidade da lesdo, do epitélio normal para o carcinoma
Trat. SI €5camoso.
Kang; Hong, n:42 IB=13 Imunoistoquimica. Expressdo positiva em 21/42 (50%), sendo significativamente
200426 Hist.: escamoso I=23 VEGF positivo: quando mais de 10% das células maior em tumores > 4 cm que em tumores menores (65% vs. 31%,
Trat.: radioterapia. IIleIV =6  tumorais de 500 células contadas estavam coradas.  p=0.031). Sobrevida em 5 anos significativamente maior no grupo
VEGF negativo (89% vs. 47%, p=0.02). Estadio (p=0.007),
tamanho do tumor (p=0.025), duracdo da radioterapia externa
(p=0.006) foram fatores progndsticos significativos para SG
apenas em andlise univariada.
Gaffney et al, n:55 Ib=12 Imunoistoquimica. O aumento da expressdo do VEGF, em andlise multivariada para
2()()3,13 Hist.: 48 escamoso, 11 =22 Escore: 0, sem expressdo; 1, <10% de células SG e SLD, teve significancia.
5 adenocarcinoma, III =17 tumorais positivas; 2, 10%-50%; e 3, > 50%.
2 adenoescamoso IVv=4 Intensidade da expressdo: 0, sem expressdo; 1,
Trat.: radioterapia. expressdo minima; 2, moderada; e 3, forte.
Ryu et al, n:47 LII=19 Imunoistoquimica. Expressdo positiva em 27/47 pacientes (57,4%), p ndo
2()()322 Hist.: 33 1L IV =28 VEGEF positivo: expressdao > 50% e intensidade da significante.
adenocarcinoma, 14 expressao moderada. Sem correlacdo com idade, grau histoldgico, subtipo histolégico
adenoescamoso ou com controle local.
Trat.: radioterapia.
Lee, IJ et al, n: 117 pacientes Ib Imunoistoquimica. A intensidade de expressio do VEGF foi significativamente
20020 Hist.: 102 Escore da intensidade da expressdo: 0 (negativo); associada com profundidade da invasdo estromal (p=0.01) e
€scamoso, 10 +; ++; € +++. Area de expressdo: 0, negativo; +, metdstase para linfonodos pélvicos (p=0.03); também o unico
adenocarcinoma, 5 <25% intensidade na 4rea do tumor; ++, 26-50%; preditor significativo para recorréncia pélvica (p=0.001) e o mais
adenoescamoso e +++, 51-100%. Outro escore: grau 0-++, baixa importante para recorréncia a distdncia (p=0.001); em andlise
Trat.: cirurgia =+ expressdo; grau +++, forte expressdo em multivariada, foi fator prognéstico para SG e SLD (p=0.009 e
radioterapia  e/ou intensidade e area. p=0.001, respectivamente). A drea de expressio do VEGF foi

quimioterapia

significativamente associada com tamanho do tumor (p=0.002),



Lee, JS et al,
2002%*

n: 37

Hist.:
adenocarcinoma
Trat.: cirurgia =
radioterapia /
quimioterapia

n: 152

Hist.: 104
€scamoso, 12
adenocarcinoma, 10
adenoescamoso, 4
outras histologias

Tjalma et al,
20008

Loncaster et n: 100 pacientes

al, 2000"° Hist.: 94 escamoso,
5 adenocarcinoma,
1 adenoescamoso
Trat.: radioterapia.

Cheng et al, n:104

1999 Hist.: 79 escamoso,

20 adenocarcinoma,
5 adenoescamoso
Trat.: cirdrgico

la=7
Ib =25
ITa=3
IIb=2

0=22,
Ta=22,
1b=39,
ITa=37,
1Ib=9,
IITa=5,
IIIb=10,
IVa=4,
IVb=4
I1=35
II=36
IIT = 29

1=87
=17

Imunoistoquimica.
Definido como positivo se mais de 10% da
membrana ou do citoplasma estiverem marcados.

Imunoistoquimica.

Inclusdo de carcinoma in situ.

Escore: 25% das células do tumor positivas, fraca
expressdo; 25-50%, moderada; e >50%, forte
expressao.

Imunoistoquimica.

Escore da intensidade da expressdo: 0, sem
expressdo; 1, expressdo minima; 2, expressdo
moderada; e 3, forte expressao.

Imunoistoquimica.

Escore da concentracdo: 0 - 75% (0-750 pg/mg da
proteina) como expressao normal; > 75% (mais que
750 pg/mg) como hiperexpressdo. p < 0.05
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porém ndo foi um fator prognéstico para SG e SLD, ou seja, sem
correlagdo com progndstico, bem como para recorréncia pélvica
(p=0.14)e a distancia (p=0.06).

Expressdo positiva em 31 (83.8%). A avaliacdo estatistica da
expressdo do VEGF de acordo com a idade, tipo histolégico, grau
de diferenciagdo, invasdo linfovascular, status linfonodal e estadio
revelou nenhuma diferenca significativa em nenhum destes
parametros.

30/152 (20%) tinham expressdo > 50%.
Expressdo do VEGF: sem valor progndstico.

A expressdao de VEGF foi o fator prognéstico mais potente em
andlise multivariada para diminuicdo da sobrevida, além de
aumento da taxa de metastases a distancia, mas ndo para o controle
local. Em andlise univariada, apenas a expressdo de VEGF e
radiossensibilidade foram preditores dos resultados do tratamento.
Tumores com hiperexpressdo do VEGF tiveram maior incidéncia
de invasdo estromal profunda, invasdo de paramétrio e metastase
linfonodal. No mesmo estadio, o tamanho do tumor afeta a
concentracdo e expressdo do VEGF no estudo imunoistoquimico,
demonstrando que haver correlacio (pior progndstico).

Fonte: PubMed, MedLine, MedLine Old, Science Direct, LILACS e SciELO, 2010.
Abreviacoes: E: estadio; Hist.: histologia; Trat.: tratamento; SI: sem informac¢do; VEGF: vascular endothelial growth factor (fator de crescimento vascular endotelial); SG: sobrevida global;
SLD: sobrevida livre de doenga; FIGO: Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
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SUMMARY

VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR RECEPTOR EXPRESSION IN
CERVIX CANCER: A SYSTEMATIC REVIEW

Guacyra Magalhaes PIRES, Adelmar Afonso de AMORIM J UNIOR, Maria Julliana Galvdo
NUNES, Darley de Lima FERREIRA FILHO, Nicodemos Teles de PONTES-FILHO

Objective: to identify through a systematic review the expression of vascular endothelial growth factor
in different degrees of expression and its correlation with prognosis in patients with cervix cancer.
Method: the systematic review was realized through research on databases: PubMed, MedLine Old,
MedLine, LILACS, SciELO and Science Direct. Results: 107 publications were found, which 9 in
PubMed, 80 in Medline, 2 in Old Medline, 16 in Science Direct and none in LILACS and SciELO.
Only 13 articles were selected based on inclusion and exclusion criteria. Conclusion: despite the
scarcity of studies involving the expression of VEGF in cervical cancer, it is possible to correlate the
expression with worse prognosis.

Keywords: vascular endothelial growth factor, angiogenesis, cervical cancer, immunohistochemistry,
systematic review.
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3 METODO
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3.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada no Laboratério Romualdo Lins, situado na cidade de
Caruaru/PE/Brasil. Trata-se de institui¢do privada em funcionamento desde 1983, atendendo
a casos de patologia cirtirgica e citopatologia, além de realizacdo de imunoistoquimica por

profissionais especialistas.

3.2 Periodo de referéncia

O estudo foi realizado no periodo de setembro de 2010 a junho de 2011.

3.3 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo transversal, retrospectivo.

3.4 Critérios de selecao da amostra

Para selecdo dos blocos de parafina constantes do arquivo do laboratdrio, local do

estudo, admitiram-se os seguintes critérios:

3.4.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos blocos de parafina, obtidos exclusivamente por histerectomia de

pacientes com diagndstico prévio de cancer de colo uterino.
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3.4.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidos os blocos de parafina: de espécimes obtidos por bidpsia ou
conizacdo; os que foram cedidos para revisdo em outro laboratério e ndo devolvidos;
insuficiéncia de material ou presenca de desgaste comprometendo a realizacdo de revisdo

histolégica, bem como a realizacio da imunoistoquimica para os marcadores biologicos

propostos no estudo.

3.5 Definicao das variaveis

As varidveis estudadas foram idade, tipo histologico, tamanho do tumor, grau

histolégico, margens cirdrgicas, presenca de invasdo linfovascular (ou angiolinfatica), anélise

linfonodal, expressdao dos marcadores VEGF, PDGFR- B, EGFR e estadiamento patolégico,

firmado a partir da mensuragdo tumoral,

comprometimento linfonodal,

da extensdo da invasdo estromal, do

obedecidos o0s critérios classificatérios da Federacao

Internacional de Ginecologia e Obstetricia de 2010 (EDGE et al., 2010).

A categorizagdo das varidveis estd exposta no Quadro 3.

Quadro 3 — Categorizacio das variaveis de estudo

Varidveis

Categorizacdo

Idade

Menor ou igual a 45 anos e maior que 45 anos

Tipo histolégico

Escamoso, adenocarcinoma, adenoescamoso

Tamanho do tumor

Aferi¢cdo em milimetros (mm)

Grau histolégico

Grau 1 (bem diferenciado)
Grau 2 (moderadamente diferenciado)
Grau 3 (pouco diferenciado)

Margens cirdrgicas

Livres ou comprometidas

Invasdo linfovascular

Presente ou ausente

Estadiamento patolégico

Microinvasivo — com profundidade da invasdo estromal menor ou igual a
5 mm ou extensdo horizontal menor ou igual a 7 mm

Invasivo - com profundidade da invasdo estromal maior que 5 mm ou
extensdo horizontal maior que 7 mm

. Negativo ou positivo, especificando o ndmero de linfonodos
Status linfonodal .
comprometidos
Reacdo imunoistoquimica dos | Negativo

receptores de tirosina quinase
VEGF, PDGFR-B, EGFR

Positivo, segundo os graus de expressdo: 1 — minima; 2 — moderada, 3 —
forte expressao
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3.6 Método de coleta de dados

Inicialmente, no periodo de setembro de 2010 a junho de 2011, no arquivo do
laboratério, local do estudo, foram identificados os casos de cancer de colo uterino que
obedeciam aos critérios de inclusdo. Todos os espécimes, previamente fixados em solucao
aquosa de formol 10% e incluidos em parafina, foram localizados. Os blocos de parafina
foram seccionados na espessura de 3 um, empregando micrétomo horizontal American
Optical 820°. Os fragmentos foram montados em laminas histoldgicas, previamente
identificadas com a numeracdo constante do arquivo, de acordo com a rotina de
procedimentos do laboratério, e submetidos a coloragdo com hematoxilina-eosina (HE). Cada
uma das laminas foi submetida a revisdo histopatoldgica por dois patologistas,
desconhecedores do diagndstico constante do arquivo, para que firmassem, de forma
independente, diagnéstico de céincer de colo uterino, empregando microscopio Optico
(Olympus CX31®) para avaliar: tipo histolégico, tamanho do tumor, grau histolégico, situacdo
das margens cirdrgicas, presenca de invasdo linfovascular (ou angiolinfitica), extensao
tumoral e invasdo estromal, bem como presenca e comprometimento linfonodal por neoplasia.

Os espécimes de 31 casos com diagndstico exclusivo de cincer de colo uterino
confirmado pelos dois patologistas foram submetidos a novos cortes histoldgicos, no mesmo
micrétomo, para pesquisa imunoistoquimica dos marcadores bioldgicos VEGF, PDGFR-f,
EGFR, a qual compreendeu silanizacdo das laminas, fixacdo dos espécimes nas laminas

silanizadas, recuperacdo antigénica, reacdo imunoistoquimica, coloracdo e montagem.

3.6.1 Silanizagdo das laminas

A técnica de silanizacdo das laminas de vidro consistiu nos seguintes passos:
a) Mergulhar as 1aminas em solucdo detergente neutro 10% por 2 horas;
b) Lavar em dgua corrente até retirar todo excesso;

c) Imergir sequencialmente.
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1* cuba: acetona para andlise (PA)';

2% cuba: solugdo de silano® (3-aminopropiltrietoxisilano) a 6% em acetona PA;
3% cuba: trés imersdes em acetona P.A.

4% cuba: Imergir trés vezes em acetona PA;

5% cuba: Deixar escorrer por 1 minuto;

d) Secar em estufa por 10 minutos.

3.6.2 Preparagdo e marcacdo dos cortes histologicos

a) Colocacdo dos cortes histolégicos de trés mu de espessura em laminas silanizadas por
12 horas e depois em estufa a 60°C por 1 hora;
b) Desparafinar os cortes em banho de xilol® por dois a trés minutos (dois banhos,
trocando o xilol);
¢) Retirar excesso;
d) Hidratar em solu¢des decrescentes de dlcool:
a. Retirar excesso e mergulhar em xilol 1:1 em etanol absoluto, por trés minutos;
b. Retirar excesso e mergulhar em etanol absoluto por dois a trés minutos;
c. Retirar excesso e mergulhar em etanol a 95% por trés minutos;
d. Retirar excesso e mergulhar em etanol a 70% por trés minutos;
e. Retirar excesso e mergulhar em etanol a 50% por trés minutos;
f. Lavar gentilmente com 4dgua destilada corrente por 30 segundos;

e) Proceder a recuperacdo antigénica e reagdo imunoistoquimica empregando técnica

prépria a cada marcador, conforme Quadro 4.

''Vetec Quimica Fina LTDA, Duque de Caxias, RJ, Brasil

2 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

3 Miyako do Brasil — industria e comércio LTDA, Guarulhos, SP, Brasil

* Inddstria Farmacéutica Bioquimica LTDA, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil
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Quadro 4 — Técnica de recuperacio antigénica e reacio imunoistoquimica para os marcadores EGFR,
VEGF e PDGFR- p

Fase Anti-EGFR* Anti-VEGF** Anti-PDGFR- f#**

= Incubar as laminas silanisadas | Incubar as laminas silanisadas Incubar as 121/111.1nas s11amsadfl s
S, 8 .. - L. contendo espécime em tampio
8-z contendo espécime em tampdo | contendo especime em citrato de s6dio 10 mM pH 6.0
8. % | citrato de sédio 10 mM pH 6,0, | Tris/EDTA 1 mM pH 9,0, por - . P >
5.2 : . por 1 h, e tampdo Tris/EDTA 1
g g | por 20 min, em panela a vapor a | 20 min, em panela a vapor a mM oH 9.0. por 1 h. em panela
~ 60°C; deixar esfriar 60°C; deixar esfriar Pt 7.0, p ’ P

a vapor a 60°C; deixar esfriar

Reacdo imunoistoquimica

Lavar com PBS TWEEN® e PBS’,
pH 7.4, cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN® e
PBS’, pH 7.4, cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN® e
PBS’, pH 7.4, cinco vezes

Bloquear a peroxidase enddégena
com solucdo de perdxido de
hidrogénio8 a 3%, diluido em PBS
pH 7.4, por dois tempos de 10 min

Bloquear a peroxidase endégena
com solu¢do de perdxido de
hidrogénio® a 3%, diluido em
PBS pH 7.4, por dois tempos de
10 min

Bloquear a peroxidase endégena
com solu¢do de perdxido de
hidrogénio® a 3%, diluido em
PBS pH 7.4, por dois tempos de
10 min

Lavar uma vez com PBS TWEEN

com PBS
TWEEN e uma vez com PBS

Lavar uma vez

com PBS
TWEEN e uma vez com PBS

Lavar uma vez

e uma vez com PBS pH 7.4
PrL /s pH 7,4 pH 7,4
. ~ Bloquear possiveis marcacdes
Bloquear possiveis marcacdes . . e
L o . ; proteicas inespecificas,
proteicas inespecificas, imergindo | . ) A
N - . imergindo as liminas em
as laminas em solucdo de leite em ”, . . -
solucio de leite em poé

p6 desnatado a 5% em PBS pH
7.4, por 20 min

desnatado a 5% em PBS pH 7.4,
por 20 min

Aspirar o excesso

Aspirar o excesso

Marcar com anticorpo primario,
anti-EGFR, na dilui¢do de 1:200
em solucido de BSA com PBS pH
7,4, por 20 min

Marcar com anticorpo primario,
anti-VEGF, na diluicdo de
1:100 em solu¢do de BSA com
PBS pH 7,4, por 20 min

Marcar com anticorpo primario,
anti-PDGFR-B, na dilui¢do de
1:50 com diluente universal por
60 min

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7.4, por cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7.4, por cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7.4, por cinco vezes

Adicionar anticorpo pOs-
primdrio, incubando por 30 min

Adicionar  anticorpo pOs-
primdrio, incubando por 30
min

Adicionar  anticorpo pOs-
primdrio, incubando por 30
min

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7.4 por cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7.4 por cinco vezes

Aspirar excesso

Adicionar anticorpo secunddrio e
incubar por 30 min

Adicionar anticorpo secundério
e incubar por 30 min

Adicionar anticorpo secundério
e incubar por 30 min

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7,4 por cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7,4 por cinco vezes

Lavar com PBS TWEEN e PBS
pH 7,4 por cinco vezes

Revelar com  solugdo de
diaminobenzidina (DAB® ) (50 ul
diluidos em 1ml de tampao
DARB substrato®) por 1 min

Revelar com solu¢do de
diaminobenzidina (DAB” ) (50
pul diluidos em 1ml de
tampdo DAB substrato®) por 1
min

Revelar com solugdo de
diaminobenzidina (DAB® ) (50
pul diluidos em 1ml de
tampdo DAB substrato'®) por 1
min

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Corar com hematoxilina de Harris
por 1 min

Corar com hematoxilina de
Harris por 1 min

Corar com hematoxilina de
Harris por 1 min

> Sigma, St Louis, MO, EUA
® Sigma, St Louis, MO, EUA
7 Sigma, St Louis, MO, EUA
¥ Sigma, St Louis, MO, EUA
° Sigma, St Louis, MO, EUA
10 Sigma, St Louis, MO, EUA
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Fase

Anti-EGFR*

Anti-VEGF**

Anti-PDGFR- p***

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Adicionar perdxido de hidrogénio
a0,3%

Adicionar peréxido de
hidrogénio a 0,3%

Adicionar peréxido de
hidrogénio a 0,3%

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Lavar com dgua destilada

Desidratar em bateria de etanol
(80%; 90%; absoluto) (10
mergulhos em cada bateria) +
xilol (trés baterias — 10 mergulhos
em cada bateria)

Desidratar em bateria de etanol

(80%; 90%; absoluto) (10
mergulhos em cada bateria) +
xilol (trés baterias - 10

mergulhos em cada bateria)

Desidratar em bateria de etanol

(80%; 90%; absoluto) (10
mergulhos em cada bateria) +
xilol (trés baterias - 10

mergulhos em cada bateria)

Montar laminas em bdalsamo do
Canada

Montar laminas em balsamo do
Canada

Montar laminas em balsamo do
Canada

Nota:

*Anti-EGFR: anticorpo monoclonal, clone SP9, Spring Bioscience, Pleasanton, CA.
** Anti-VEGF: anticorpo policlonal, Spring Bioscience, Pleasanton, CA.

*#% Anti-PDGFR-f: anticorpo policlonal, Spring Bioscience, Pleasanton, CA.

3.6.3 Interpretaciao da imunoistoquimica

Para interpretagdo dos resultados da andlise imunoistoquimica do EGFR, VEGF e

PDGFR-B foram considerados negativos os tumores que apresentaram colora¢do ausente

ou inferior a 10%. Os tumores positivos foram graduados em escores: + (1 - expressao

minima), ++ (2 - expressao moderada), +++ (3 - forte expressao) (Figura 3).

PTG T
RIS

Figura 3 - Representacao dos resultados das expressoes das rea¢cées imunoistoquimicas, mostrando casos
sem expressao (A), expressao fraca (B), expressao moderada (C) e forte expressao (D) (x 200).
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3.7 Método de analise de dados

Todos os dados histolégicos e de imunoistoquimica foram registrados no formulario
elaborado exclusivamente para coleta de dados da pesquisa (Apéndice A), sendo construido
um banco de dados com o programa Microsoft Excel.

Com o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versdo 17.0, foram
calculadas as estatisticas: média, erro padrao da média, mediana e moda das varidveis
quantitativas. As varidveis qualitativas foram expressas como distribuicdo de frequéncias
absolutas e relativas. Para avaliar a homogeneidade do grupo microinvasivo em relacdo ao
invasivo, foram utilizados o teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste t de Student ou
teste de Mann-Whitney, considerando nivel de significancia de 0,05 para rejei¢ao da hipdtese

nula, conforme a distribui¢c@o de frequéncia obedecesse as Regras de Cochran.

3.8 Consideracoes éticas

A Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Sadde, que regulamenta as diretrizes
de pesquisa envolvendo seres humanos, foi seguida. No presente estudo, ndo foi necessario
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pois as informagdes foram obtidas em
blocos de parafina j4 arquivados. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE e registrado sob CAAE numero 3353.0.000.172-10

(ANEXO F), sendo iniciada ap6s a referida aprovacao.
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4 RESULTADOS
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4.1 Artigo original

EXPRESSAO DO FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL,
RECEPTOR BETA DO FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS E
RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO NO CANCER DE COLO

UTERINO'

Guacyra Magalhaes PIRES?, Adelmar Afonso de AMORIM JUNIOR?®, Maria Julliana Galvao
NUNES?, Darley de Lima FERREIRA FILHO?, Karllus LEITE MENDONCA*

1 Programa de Pés-Graduacdo em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

2 Mestrando em Patologia do Programa de Pds-Graduagdo em Patologia da UFPE

3 Doutor em Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres pela Universidade de Sao Paulo (USP)
4 Mestre em Neuropsiquiatria pela Universidade Federal de Pernambuco

RESUMO

Objetivos: avaliar a correlacdo entre as caracteristicas histolégicas e a expressdao dos
marcadores bioldgicos fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e receptor beta do fator de crescimento derivado de
plaquetas no cancer de colo uterino. Método: revisio histologica e realizacdo de
imunoistoquimica com os marcadores anti-VEGF, anti-EGFR e anti-PDGFR-3 no cancer de
colo uterino. Resultados: média de idade de 46,74 anos. 6 (19,35%) tumores microinvasivos
(margens livres e auséncia de comprometimento linfovascular em 100% dos espécimes) e 25
(80,65%) tumores invasivos. Tumores invasivos predominaram como pouco diferenciados.
Para EGFR, houve diferenca significante (p=0,010) entre expressdo minima e expressdes
moderada/forte, predominando menor expressdao nos tumores microinvasivos e  forte
expressdo nos tumores invasivos. Para PDGFR- B, identificou-se diferenga significante
(p=0,043) na positividade, dado que tumores invasivos mais frequentemente expressavam
positividade deste marcador. Tumores triplo positivo sdo significantemente mais frequentes
em presenca de invasao linfovascular e t€m grau pouco diferenciado quando comparados aos
tumores positivos apenas para EGFR e PDGFR-f. Conclusao: A positividade dos marcadores
imunoistoquimicos, especialmente no grupo triplo positivo, sugere que hd correlacio com
fatores de pior progndstico. Demonstrada correlacio entre o grau de expressdao do EGFR e os
tumores invasivos, bem como a positividade do PDGFR- B e os tumores invasivos. Os dados
encontrados sugerem suporte para futuros estudos com uso de drogas alvo moleculares, com
possibilidade de alterar o progndstico das pacientes portadores de cancer de colo uterino ou
ajudar a separar as pacientes com tumores com pior progndstico, que necessitem de uma
abordagem terapéutica mais agressiva.

Descritores: fator de crescimento vascular endotelial; receptor do fator de crescimento
epidérmico; receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas; angiogénese; cancer
de colo uterino; imunoistoquimica.
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ABSTRAST

Objectives: To evaluate the correlation between histological features and expression of
biological markers of vascular endothelial growth factor (VEGF) epidermal growth factor
receptor (EGFR) and beta platelet-derived growth factor receptor in cancer of the cervix.
Method: histology and immunohistochemistry with implementation of the markers anti-
VEGEF, anti-EGFR and anti-PDGFR-f cancer of the cervix. Results: mean age of 46.74 years.
6 (19.35%) microinvasive tumors (tumor-free margins and no lymphovascular involvement in
100% of specimens) and 25 (80.65%) invasive tumors. Invasive tumors predominated as
poorly differentiated. For EGFR, significant difference (p = 0.010) between expression and
minimal expressions moderate / strong, predominantly lower expression in microinvasive
tumors and strong expression in invasive tumors. In PDGFR-f, identified a significant
difference (p = 0.043) in the order to PDGFR- positive, given that more often invasive tumors
expressed positivity of this marker. Triple positive tumors are significantly more frequent in
the presence of lymphovascular invasion and have poorly differentiated tumors degree
compared to only positive for EGFR and PDGFR-B. Conclusion: The positivity of
immunohistochemical markers, especially in triple-positive group, suggests that there are
factors correlated with poor prognosis. Demonstrated a correlation between the degree of
EGFR expression and invasive tumors, as well as positive PDGFR- and invasive tumors.
The results suggest support for future studies with molecular targeted drugs, with the
possibility to change the prognosis of patients with cervical cancer or help to separate the
patients with tumors with poor prognosis, requiring a more aggressive therapeutic approach.

Keywords: vascular endothelial growth factor, epidermal growth factor receptor, beta
platelet-derived growth factor receptor, angiogenesis, cancer of the cervix;
immunohistochemistry.

INTRODUCAO

Para o Brasil, no ano de 2012, esperam-se 17.540 casos novos de cancer do colo do
utero, sendo considerado um importante problema de saide publica no mundo (BRASIL,
2011). E a terceira causa de morte em mulheres no mundo (PARKIN et al. 2005;
KAMANGAR; DORES; ANDERSON, 2006), 78% dos casos ocorrem em paises em
desenvolvimento, onde € a segunda causa mais frequente de morte em mulheres (NCCN,
2012). O estadiamento representa o fator progndstico mais importante no carcinoma invasor
do colo uterino, refletindo sua disseminacdo local e a distancia (DENNY er al., 2006;
QUINN et al., 2006; THULER, 2008).

Os receptores de membrana com atividade intrinseca de tirosina quinase controlam
funcgdes celulares de especial interesse para a oncologia, como proliferacdo e diferenciacdao

celular (GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH, 2004), através da ativacdo de vias
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intracelulares de transducdo de sinal (GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH, 2004). O
processo neopldsico acompanha-se de aumento da expressdo génica ou proteica desses
receptores que passam a ser classificados como oncogenes, ou seja, como moléculas com
capacidade de promover a mutacdo de células normais a células neopldsicas, com maior
capacidade de resisténcia a hipdxia e ao estresse oxidativo, portanto resistentes a apoptose
(LEVITZKI, 2002; JAYSHREE et al., 2009). Tais receptores se relacionam com o
crescimento tumoral, na medida em que as células tumorais se reproduzem, passam a
necessitar de suprimento de nutrientes maior e mais rapido, j& que o consumo proteico esta
exacerbado (RAK et al., 2002).

A angiogénese, processo de formacao de novos vasos sanguineos, desempenha um
papel crucial em muitas condi¢des normais e patolégicas (RAICA; CIMPEAN, 2010),
sendo essencial ao crescimento tumoral, facilita também o acesso das células tumorais a
corrente circulatéria, promovendo metastases (KANDA et al., 2005, SOUFLA et al., 2005).

Essas evidéncias promoveram a busca de melhor compreensao da acdo dos receptores
de membrana de tirosina quinase, quer como alvo de terapia antineopldsica, quer como
marcadores biolégicos do processo neoplasico, admitindo que possam auxiliar no diagnéstico,

bem como em tratamentos mais especificos € com melhores resultados.

OBJETIVOS

Identificar as caracteristicas histopatolégicas de amostras de pacientes
com cancer de colo uterino; verificar a expressdo e o grau de expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), PDGFR- (receptor
do fator B de crescimento derivado de plaquetas) e EGFR (receptor do fator de
crescimento epidérmico); descrever a associacao entre as caracteristicas histopatologicas e

o perfil imunoistoquimico.

MATERIAL E METODO

Foram estudados 31 blocos de parafinas de espécimes exclusivos de carcinomas de
colo uterino obtidos unicamente por histerectomia e arquivados no periodo de janeiro de 2006
a junho de 2011 no Laboratério Romualdo Lins, Caruaru (Pernambuco). Coleta de dados

realizada de setembro de 2010 a junho de 2011. Excluidos: espécimes obtidos por bidpsia ou
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conizacdo; os que foram cedidos para revisdo em outro laboratério e ndo devolvidos;
insuficiéncia de material ou presenca de desgaste comprometendo a realizacdo de revisdao
histolégica, bem como a realizacio da imunoistoquimica para os marcadores biolégicos
propostos. A amostra usada no estudo foi o total encontrado.

O estudo foi do tipo transversal, retrospectivo. Obedecidos os critérios classificatérios
da Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia de 2010 (EDGE et al, 2010). A

categorizagdo das varidveis estd exposta no Quadro 1.

Quadro 1 — Categorizacio das variaveis de estudo

Varidveis Categorizacdo
Idade Menor ou igual a 45 anos e maior que 45 anos
Tipo histolégico Escamoso, adenocarcinoma, adenoescamoso
Tamanho do tumor Aferi¢do em milimetros (mm)
Grau 1 (bem diferenciado)
Grau histolégico Grau 2 (moderadamente diferenciado)
Grau 3 (pouco diferenciado)
Margens cirdrgicas Livres ou comprometidas
Invasao linfovascular Presente ou ausente

Microinvasivo — com profundidade da invasdo estromal menor ou igual a
5 mm ou extensdo horizontal menor ou igual a 7 mm

Invasivo - com profundidade da invasdo estromal maior que 5 mm ou
extensdo horizontal maior que 7 mm

Estadiamento patoldgico

Negativo ou positivo, especificando o ndmero de linfonodos

Status linfonodal .
comprometidos

Reacdo imunoistoquimica para os | Negativo
marcadores VEGF, PDGFR-f, | Positivo, segundo os graus de expressdo: 1 — minima; 2 — moderada, 3 —
EGFR forte expressdo

Todos os espécimes, previamente fixados em solucdo aquosa de formol 10% e
incluidos em parafina, foram localizados, seccionados na espessura de trés um. Foram
montados em laminas histoldgicas, submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina (HE).
Cada lamina foi submetida a revisao histopatoldgica por dois patologistas, desconhecedores
do diagndstico constante do arquivo, para que firmassem, de forma independente, diagndstico
de cancer de colo uterino, empregando microscopio optico para avaliar as varidveis propostas
(Quadro 1).

Novos cortes histolégicos foram feitos e colocados em laminas silanizadas, por 12
horas em estufa a 60°C, para pesquisa imunoistoquimica dos marcadores biolégicos VEGF,
PDGFR-B e EGFR; cortes desparafinados em banho de xilol' por dois a trés minutos (dois
banhos, trocando o xilol); retirado o excesso; hidratacdo em solugdes decrescentes de alcool?

(retirado excesso e mergulho em xilol 1:1 em etanol absoluto, por trés minutos; o mesmo em

! Miyako do Brasil — indistria e comércio LTDA, Guarulhos, SP, Brasil
? Inddstria Farmacéutica Bioquimica LTDA, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil
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etanol absoluto por dois a trés minutos; em etanol a 95% por trés minutos; em etanol a 70%
por trés minutos; em etanol a 50% por trés minutos; lavagem gentil com 4gua destilada

corrente por 30 segundos).

A recuperagdo antigénica e rea¢do imunoistoquimica foram realizadas empregando

técnica prépria a cada marcador, conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Técnica de recuperacio antigénica e reacio imunoistoquimica para os marcadores EGFR,
VEGF e PDGFR-$

Fase Anti-EGFR Anti-VEGF Anti-PDGFR-f

] Incubar as ldminas silanisadas | Incubar as ldminas silanisadas Incubar as la/rnllnas sﬂan1sad~a X
S8 contendo espécime em tampdo | contendo espécime em contendo espécime em tampao
S = i 5di

5 & | citrato de sédio 10 mM pH 6,0, | TrissEDTA 1 mM pH 9,0, por | Cltrato de sodio 10 mM pH 6.0,
53 . . por 1 h, e tampao Tris/EDTA 1
g g | por 20 min, em panela a vapor a | 20 min, em panela a vapor a mM pH 9.0, por | h, em pancla
[ 60°C; deixar esfriar 60°C; deixar esfriar e ’

a vapor a 60°C; deixar esfriar

P

Em conformidade com a bula do
anti-EGFR (anticorpo
monoclonal, clone SP9), Spring,
Bioscience, Pleasanton, CA.

Em conformidade com a bula
do  anti-VEGF  (anticorpo
policlonal), Spring, Bioscience,
Pleasanton, CA.

Em conformidade com a bula
do anti-PDGFR-# (anticorpo
policlonal), Spring, Bioscience,
Pleasanton, CA.

Reacdo
imunoistoquimica

Para interpretacdo dos resultados da andlise imunoistoquimica do EGFR, VEGF e
PDGFR-B foram considerados negativos os tumores que apresentaram coloracdo ausente
ou inferior a 10%. Os tumores positivos foram graduados em escores: + (1 - expressdao
minima), ++ (2 - expressdo moderada), +++ (3 - forte expressao).

Todos os dados histolégicos e de imunoistoquimica foram registrados no formulario
elaborado exclusivamente para coleta de dados da pesquisa, sendo construido banco de
dados com o programa Microsoft Excel. Com o programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versao 17.0, foram calculadas as estatisticas. As varidveis qualitativas
foram expressas como distribui¢do de frequéncias absolutas e relativas. Para avaliar a
homogeneidade do grupo microinvasivo em relacao ao invasivo, foram utilizados o teste Qui-
quadrado, teste exato de Fisher, teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, considerando
nivel de significancia de 0,05 para rejeicdo da hipdtese nula, conforme a distribuicao de
frequéncia obedecesse as Regras de Cochran.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos da Universidade Federal de Pernambuco e registrado sob CAAE numero
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3353.0.000.172-10, sendo iniciada apés a referida aprovagao.

RESULTADOS

Foram analisados 31 espécimes de cancer de colo uterino, nos quais foi diagnosticado
carcinoma epiderméide em todos os casos, obtidos por histerectomia realizada em pacientes
com média de idade igual a 46,74 + 2,14 anos, mediana igual a 46 anos, moda igual a 40 anos
e variacdo entre 32 e 76 anos.

S6 houve disseccdo linfonodal em apenas um caso, cuja andlise revelou
comprometimento neoplésico. Foram diagnosticados 6 (19,35%) tumores microinvasivos e 25
(80,65%) tumores invasivos. Os tumores microinvasivos se caracterizaram por margens livres
e auséncia de comprometimento linfovascular em 100% dos espécimes, diferindo dos tumores
invasivos, onde 18 (72%) tinham margens livres e 19 (76%), auséncia de invasdo
linfovascular. Esses tumores diferiram quanto a idade da paciente e grau histolégico, visto que
os tumores invasivos predominaram em pacientes com mais de 45 anos de idade e eram pouco
diferenciados, sendo esta udltima, a tUnica diferenga com significancia estatistica, quando

comparada a incidéncia de tumores microinvasivos, moderadamente diferenciados (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacio entre as caracteristicas dos tumores microinvasivos e invasivos em relacio as

variaveis idade, grau histolégico, margens cirirgicas e invasio linfovascular — Caruaru, 2010-2011

Invasdao Tumoral
Varidveis

Zl:lllcromvasu;;: . Invasivo o Valor de p*
Idade (anos) 0,295
<45 4 66,67 11 44,00
>45 2 33,33 14 56,00
Grau histolégico 6 19,35 25 80,65
Bem diferenciado 1 16,67 1 4,00 0,004+*
Moderadamente diferenciado 5 83,33 6 24,00
Pouco diferenciado - - 18 72,00
Margens cirirgicas 0,183
Livres 6 100,00 18 72,00
Comprometidas - - 7 28,00
Invasao linfovascular 0,241
Presente - - 6 24,00
Ausente 6 100,00 19 76,00

Notas: *valores de p calculados com o teste exato de Fisher =~ **valor de p para comparag@o entre o grau histolégico bem
diferenciado e os graus moderadamente e pouco diferenciado
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Grifico 1 - Distribuicdo dos resultados das reacdes imunoistoquimicas de 31 espécimes para os
marcadores PDGFR-B, VEGF e EGFR - Caruaru, 2010-2011
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No Griéfico 1, estdo representados os resultados da andlise imunoistoquimica dos
tumores para os marcadores PDGFR-, VEGF e EGFR. Observa-se que, comparativamente,
os tumores mais frequentemente foram negativos para o marcador PDGFR-f} e positivos para
o VEGF. Em relacdo ao grau de positividade, predominaram tumores com expressao minima
do PDGFR-B, decrescendo as expressdes moderada e forte, diferindo dos outros dois
marcadores. Para o VEGF, os tumores mais frequentemente tiveram expressdo moderada e
para o EGFR, expressdo forte. Todas essas diferencas alcangaram significancia estatistica e

estdo expressas no Gréfico 1 e na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo dos graus de expressdo de reacio imunoistoquimica de 31 espécimes para os
marcadores — Caruaru, 2010-2011

Marcadores
Graus de expressao da reago VEGF PDGFR-p EGFR Valor de p*
lmunoistoquimica
(N=30) (N=22) (N=29)
Expressdo minima (n; %) 8 (25,80%) 17 (54,80%) 4 (12,90%) 0,006
Expressdo moderada (n; %) 16 (51,6%) 4(12,90%) 9 (29,00%) 0,017
Forte expressdo (n; %) 6 (19,40%) 1 (3,20%) 16 (51,60%) < 0,001

Nota: * - Valor de p calculado pelo teste t de Student, para diferenca de proporcdes.
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Para detalhar essa andlise, buscou-se apresentar os resultados das reagdes
imunoistoquimicas dos trés marcadores, separando em dois grupos, tumores microinvasivos e
tumores invasivos, conforme apresentado na Tabela 3. Ao comparar a positividades dos
marcadores, constatou-se auséncia de diferenca entre os tumores microinvasivos e invasivos
para negatividade de VEGF (p=0,194) e EGFR (p=0,355). Ao comparar a intensidade de
expressdo do VEGF, também ndo se verificou diferenca significante entre os tumores
microinvasivos e invasivos, dado que houve predominio de expressdao moderada para ambos
os tipos. Para o marcador EGFR, houve diferenca significante (p=0,010) entre a expressao
minima e as expressdes moderada/forte, predominando a menor expressao nos tumores

microinvasivos e a forte expressdo nos tumores invasivos.

Para o marcador PDGFR- B, identificou-se diferenca significante (p=0,043) na
positividade, dado que os tumores invasivos mais frequentemente expressavam positividade
deste marcador. Apesar disso, ndo se verificou diferenca significante na intensidade da
marcacao imunoistoquimica, porque predominou expressao minima nos dois grupos, tumores
microinvasivos e tumores invasivos. Mesmo assim, deve-se ressaltar que apenas os tumores

invasivos apresentaram positividade moderada ou forte para este marcador (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos graus de expressio da reacio imunoistoquimica para os marcadores entre os
tumores microinvasivos e invasivos de cincer de colo uterino entre 31 espécimes — Caruaru, 2010-2011

Invasdao Tumoral

Variaveis Microinvasivo Invasivo Valor de p*
N %0 N %

Imunoistoquimica de VEGF 0,194
Negativa 1 16,67 - -
Positiva 5 83,33 25 100,00 0,404

Expressdo minima 2 40,00 6 24,00

Expressdo moderada 3 60,00 13 52,00

Forte expressdo - - 6 24,00
Imunoistoquimica de PDGFR- 0,043
Negativa 4 66,67 5 20,00
Positiva 2 33,33 20 80,00

Expressdo minima 2 100,00 15 75,00

Expressdo moderada - - 4 20,00

Forte expressdo - - 1 5,00
Imunoistoquimica de EGFR 0,355
Negativa 1 16,67 1 4,00
Positiva 5 83,33 24 96,00

Expressdo minima 3 60,00 1 4,17 0,010%*

Expressdo moderada 1 20,00 8 33,33

Forte expressdo 1 20,00 15 62,50

Nota: * valores de p calculados com o teste exato de Fisher. ** valor de p de comparacdo entre expressdo minima e
expressdo moderada ou forte
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Na Figura 1, observam-se as caracteristicas histopatoldgicas dos tumores, segundo
resultados conjuntos da reacdo imunoistoquimica dos trés marcadores bioldgicos estudados
(EGFR, VEGF, PDGFR-p), avaliando também a idade das pacientes. Um tnico caso (3,22%)
do grupo dos tumores microinvasivos, moderadamente diferenciado, com auséncia de invasao
linfovascular, foi negativo para os trés marcadores e acometeu mulher com menos de 45 anos
de idade. Em um caso (3,22%), positivo apenas para VEGF, do tipo invasivo, moderadamente
diferenciado, com auséncia de invasdo linfovascular, foi diagnosticado em mulher com menos
de 45 anos de idade.

Em 29 casos (93,55%), a positividade para o marcador EGFR associou-se a do VEGF,
dos quais sete (24,14%) eram negativos para PDGFR- B, invasivos e com auséncia de invasao
linfovascular. Em trés mulheres com menos de 45 anos de idade, os tumores se
caracterizavam como bem diferenciados, tendo outros quatro moderadamente diferenciados
acometido mulheres com mais de 45 anos de idade.

Dentre os 22 tumores triplo positivo, 20 (90,91%) eram invasivos, predominantemente
pouco diferenciados, apresentavam invasao linfovascular, e foram diagnosticados igualmente

em mulheres mais jovens e com mais de 45 anos de idade.

Figura 1 - Distribuicio de 31 espécimes segundo reacdes imunoistoquimicas e caracteristicas
epidemiologicas e histolégicas tumorais — Caruaru, 2010/2011
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Na Tabela 4, sdao apresentados os resultados dos testes de significancia dessas
distribuicdes, na qual se observa que os tumores triplo positivo sdo significantemente mais
frequentes em presenca de invasao linfovascular e tém grau pouco diferenciado quando

comparados aos tumores positivos apenas para EGFR e VEGF.

Tabela 4 — Distribuicio das caracteristicas tumorais segundo positividade dos marcadores biolégicos
(EGFR, VEGF, PDGFR-p) — Caruaru, 2010-2011

Imunoistoquimica
L. . EGFR + EGFR +
Caracteristicas tumorais VEGF + VEGF + Valor de p*
PDGFR- f; - PDGFR- f +
Invasao Tumoral 0,569
Microinvasivo - 2 (9,19)
Invasivo 7 (100,00) 20 (90,91)
Grau histolégico
Bem diferenciado 3(42,86) -
Moderadamente diferenciado 4 (57,14) 6 (27,27) 0,014**
Pouco diferenciado - 16 (72,72)
Idade (anos) 0,626
<45 3 (42,86) 10 (45,45)
> 45 4 (57,14) 12 (54,55)
Invasao linfovascular < 0,001
Presente - 20 (90,91)
Ausente 7 (100,00) 2(9,19)
Notas: *valores de p calculados com o teste exato de Fisher **yalor de p para comparacdo entre grau histolégico

moderadamente e pouco diferenciado

DISCUSSAO

A idade média de acometimento das pacientes pelo cincer de colo uterino em nosso
estudo foi compativel com a literatura que relata pico de incidéncia na faixa etaria de 45-49
anos (MENDONCA et al., 2008). O tipo histolégico epiderméide foi encontrado em 100%
dos espécimes estudados, habitualmente a incidéncia gira em torno de 80-90% para o tipo
histoldgico epidermoide e em 10% para o adenocarcinoma (PECORELLI, 2001).

Existem fatores locais associados a pior progndstico, tais como o grau de invasio
estromal, a presenca de invasdo linfovascular e o grau histolégico do tumor (DELGADO et
al., 1990; RAJU; KJORSTAD; ABELER, 1991). Em nosso estudo, verificou-se que os
tumores microinvasivos tiveram auséncia de invasdo linfovascular em 100% dos casos e
foram predominantemente moderadamente diferenciados (83,33%), esta tultima caracteristica
encontrada, com significancia estatistica (p=0,004), portanto demonstrando caracteristicas de

doenca com melhor progndstico. Os achados dos tumores invasivos demonstraram
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caracteristicas de pior prognodstico, tais como predominéncia de tumores pouco diferenciados
e com presenca de invasdo linfovascular em 24% dos casos, demonstrando um perfil mais
agressivo.

O VEGF, principal envolvido no fendmeno da angiogénese tumoral, teve sua
expressdao positiva em 30 espécimes, dos 31 estudados (96,1%), sendo predominante a
moderada expressdo (51,6%). A positividade para o VEGF em nosso estudo foi superior ao
relatado na literatura (TJALMA et al., 2000; LEE et al., 2002; RYU et al., 2003; KANG;
HONG, 2004; HAMMES et al., 2008; HELLBERG; TOT; STENDAHL, 2009), podendo
sugerir caracteristica propria dos tumores nas pacientes de nossa regido. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos de tumores microinvasivos € invasivos em relacio a negatividade
do VEGF e EGFR, bem como em relacdo aos graus de expressdo encontrados para o
marcador VEGF. O VEGF ¢ encontrado amplamente em tecidos saos, participando tanto de
processos fisiologicos quanto patoldgicos, e de nosso interesse, dos processos neopldsicos. A
angiogénese ¢ fundamental para o crescimento tumoral e progressdao da doenca (RAK et al,
2002). O VEGEF e seus receptores sdo conhecidos por terem fungdes importantes na regulacao
da angiogénese tumoral (FOLKMAN, 1971; FERRARA, 2002). Mathur et al. (2005) sugerem
em estudo que os niveis de VEGF-C estdo especificamente aumentados na doenga cervical
avancada. A hiperexpressdo do VEGF tem sido associada com a progressao tumoral e um pior
prognéstico em diversos tumores (HICKLIN; ELLIS, 2006).

A expressao do EGFR mostrou diferenga significante (p=0,010) entre a expressao
minima e a expressao moderada/forte, com predominio de menor expressao para os tumores
microinvasivos e a forte para os tumores invasivos, sugerindo que tumores mais avangados
expressem mais fortemente o marcador, implicando em pior prognéstico. A hiperexpressao do
EGFR foi associada com comprometimento no prognéstico em relagdo a sobrevida livre de
progressao e a sobrevida global (KIM; PARK; KIM, 2002), como também um fator preditor
para pior progndstico em paciente com estadios iniciais (Estadios I e II) (KERSEMAEKERS
et al. 1999). A expressio aumentada do EGFR j4i foi relacionada com tumores mais
radiossensiveis (LAGRANGE et al, 1993), porém ainda existe controvérsia, pois hd também
demonstracdo de resposta pobre ao tratamento de quimiorradioterapia em tumores com
expressao elevada do EGFR (NOORDHUIS et al., 2009).

A positividade para o PDGFR-f mostrou diferenca significante (p=0.043), com os

tumores invasivos demonstrando mais frequentemente essa positividade, sendo que apenas os
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tumores invasivos demonstraram positividade moderada ou forte. Vérios estudos relacionam a
expressao desse marcador com pior progndstico e doenca mais avangada.

Houve correlagdo com pior progndstico para aqueles espécimes que mostraram
positividade para os trés marcadores biolégicos (EGFR, VEGF e PDGFR- ), onde foi
demonstrada diferenca significante para graus histolégicos menos diferenciados (p=0.014),

bem como para a presenca de invasdo linfovascular (p<0.001).

CONCLUSAO

Apesar da escassez de estudos que analisam o perfil imunoistoquimico do cancer de
colo uterino, hd dados na literatura que corroboram com achados de nossa pesquisa. A
positividade dos marcadores imunoistoquimicos, especialmente no grupo triplo positivo,
sugere que ha correlacdo com fatores de pior progndstico. Demonstrada correlacdo entre o
grau de expressdo do EGFR e os tumores invasivos, bem como a positividade do PDGFR- 3 e
os tumores invasivos. Os dados encontrados sugerem suporte para futuros estudos com uso de
drogas alvo moleculares, com possibilidade de alterar o progndstico das pacientes portadores
de cancer de colo uterino ou ajudar a separar as pacientes com tumores com pior prognostico,

que necessitem de uma abordagem terapéutica mais agressiva.
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5.1 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a revisdo sistemdtica da literatura, pode-se concluir que:

Ainda hé escassos estudos que envolvam a expressao imunoistoquimica do VEGF no

cancer de colo uterino;

A maioria dos estudos considera a expressao do VEGF como um fator prognéstico para

o cancer de colo uterino;

H4 estudos que demonstram nao haver correlagao entre a expressdao do VEGF e a idade,

subtipo histolégico, grau histolégico e controle local da doenca;

Ha necessidade de realizacdo de novos com uma amostragem maior, com avaliacdo
individualizada por estadiamento, por modalidade terapéutica utilizada, maior nimero de

estudos em paises em desenvolvimento;

Demonstracdo da necessidade de padronizacdo dos resultados de imunoistoquimica

para comparacdo entre estudos.

Neste estudo, considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que:

Escassos estudos que envolvam a expressdo imunoistoquimica do VEGF, EGFR,

PDGFR- no cancer de colo uterino;

A positividade dos marcadores imunoistoquimicos, especialmente no grupo triplo

positivo, sugere que hé correlacdo com fatores de pior progndstico.

Demonstrada correlacdo entre o grau de expressao do marcador EGFR e os tumores

1nvasivos;

Verificada correlacdo entre a positividade do PDGFR-f3 e tumores invasivos;

Os dados encontrados sugerem suporte para futuros estudos com uso de drogas alvo
moleculares, com possibilidade de alterar o progndstico das pacientes portadoras de

cancer de colo uterino;
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O presente estudo ajuda a preencher uma lacuna do conhecimento pelo uso ainda
extremamente infrequente da imunoistoquimica para o cancer de colo uterino,

especialmente, pelos marcadores propostos para o estudo.
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APENDICE A - Formulirio de coleta de dados
4

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacio em Patologia

L=
e~

Y

PERFIL IMUNOISTOQUIMICO DO CANCER DE COLO UTERINO
MESTRANDA: GUACYRA MAGALHAES PIRES

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

CASO (NUMERACAO DO MESTRADO):

REGISTRO NO LABORATORIO: DATA: /1
PATOLOGISTA:
PACIENTE: IDADE:

*ANALISE HISTOLOGICA:
AMOSTRA PROVENIENTE DE: oBiopsia oConizacao oCirurgia:

TIPO HISTOLOGICO: oEscamoso oAdenocarcinoma oAdenoescamoso oOutro:

TAMANHO DO TUMOR (> DIMENSAOQ):

GRAU HISTOLOGICO:
oBem diferenciado ocModeradamente diferenciado oPouco diferenciado

MARGENS: o Livres o0 Comprometidas

INVASAO LINFOVASCULAR: ©sim 0 nio

INVASAQ ESTROMAL ~(PROFUNDIDADE DE INVASAO):
EXTENSAO DA INVASAO: ou o> 7mm

LINFONODOS EXAMINADOS (LINFADENECTOMIA): osim O ndo

se sim (linfonodos na amostra): O nimero examinados: quantos comprometidos: ____
*ANALISE IMUNOISTOQUIMICA:

VEGF 0 negativo O positivo

Escore da intensidade da expressdo: 0 +(1- expressdo minima) 0 ++ (2- expressdo moderada)

0 +++ (3, forte expressao)

PDGFR-B o negativo 0O positivo

Escore da intensidade da expressdo: 0 +(1- expressao minima) 0 ++ (2- expressdo moderada)

O +++ (3, forte expressao)

EGFR 0negativo 0O positivo

Escore da intensidade da expressdo: 0 +(1- expressdo minima) 0 ++ (2- expressdo moderada)

O +++ (3, forte expressao)

OBS.:
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ANEXO A - Carta de anuéncia do orientador

e

4

ne-

ST,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE ANATOMIA

Recife, 15/06/2010

CARTA DE ANUENCIA

Declaro, para os devidos fins, que GUACYRA MAGALHAES PIRES ird realizar o
projeto de dissertacio de mestrado no Programa de Pés-Graduacdo em Patologia da
Universidade Federal de Pernambuco durante o periodo de mar¢o/2010 até marco 2012.

A mestranda serd orientada por mim durante o desenvolvimento do projeto de

pesquisa sob o titulo de “Perfil Imunoistoquimico do Cancer de Colo Uterino”.

Atenciosamente,

Prof. Dr Adelmar Afonso de Amorim Jdnior
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ANEXO B- Carta de solicitacao ao laboratoério

e
e
[~

J=

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

CARTA DE SOLICITACAO AO LABORATORIO
Mestranda: Guacyra Magalhaes Pires

Orientador: Prof Dr Adelmar Afonso de Amorim Junior

Ao: Laboratério Romualdo Lins LTDA, Caruaru/PE Recife, 15/06/2010

SOLICITACAO

Eu, Guacyra Magalhdes Pires, mestranda do Programa de Poés-Graduacdo em
Patologia da Universidade Federal de Pernambuco, solicito a permissdo para realizacdo de
revisdo de histologica, bem como de imunoistoquimica de casos de cancer de colo uterino
arquivados em blocos de parafina, no periodo de 2006-2010 no Laboratério Romualdo Lins,
como parte fundamental do projeto de dissertacdo de mestrado do referido Programa de Pos-
Graduagdo. Comprometo-me a manter todas as informacdes em carater sigiloso, usando-as
apenas para fins cientificos. A coleta de dados sé serd iniciada ap6s aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa. A metodologia empregada serd a descrita no Projeto de Pesquisa sob o
titulo de “Perfil Imunoistoquimico do Céncer de Colo Uterino”, entregue anexo a esta

solicitagdo.

Atenciosamente,

Mestranda Guacyra Magalhaes Pires
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ANEXO C- Carta de anuéncia do laboratorio

Dr. Gustavo Henrique T. Sales Barbosa CREMEPE - 12702 =1 Dr. Romualdo Correia Lins Filho cReMePE - 7318

V="t

Titulo de Especialista em Patologie pela Sociedade Brasileira de Patbiegia — Titulo de Especlalista em Patologia peta Saciedade Brasileira de Patologia
eAssncIaia? Médica Brasileira T =" & Associagdo Médica Brasileira
Membro Efetivo da Sociedade Brasieira de Patologia Membro Efetivo da Sociedade Brasileira de Patologia

G

Residéncia M =Ry via Patoiégica na USP - Ribeirao P
Residéncia Médica:em Anatomia Patolégica na USP - Ribeirao Frelo LABORATORIO MEDICO Ex-Professor do Centro de Cléncias da Satde da UFPB e da Universidade

nr Humuaidn lins Regional do Nordeste

BIOPSIAS - CITOLOGIA
CONGELAGAO - IMUNOISTOQUIMICA

dads Brasileirx de Patologla .
THE L der Patolol S AN

Caruaru/PE, 16/06/2010

CARTA DE ANUENCIA DO LABORATORIO
DECLARAGAO

Declaramos, para os devidos fins, que estamos cientes e de acordo com a
realizagdo da pesquisa sob o titulo “Perfil Imunoistoquimico do Cancer de Colo
Uterino” que sera desenvolvido pela mestranda do Programa de Pés-Graduagao em
Patologia da Universidade Federal de Pernambuco, Guacyra Magalhdes Pires.
Disponibilizamos nosso banco de dados para realizagéo de reviséo histolégica, bem
como a imunoistoquimica de casos de cancer de colo uterino arquivados em blocos
de parafina, no periodo de 2006-2010 em nosso laboratério, para fins de sua
dissertagdo de mestrado, mantendo as informagdes em carater sigiloso, com inicio
da pesquisa apés aprovacgado do Comité de Etica em Pesquisa.

Atenciosamente,
Dr. Gustavo Henrigue T. Sales Barbosa Dr. Romuaido Correia Lins Filho
CREMEPE - 12702 CREMEPE - 7318

Av. Agamenon Magalhaes, 1083 - Mauricio de Nassau - Caruaru-PE - Fone/Fax:(81) 3721-7424
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ANEXO D -Normas e instrucoes aos autores da Revista Paraense de Medicina

Orientacoes gerais

A Revista Paraense de Medicina aceita para publicacdo, trabalhos cientifico-culturais
da area de saude, sob forma de: Artigo original; Atualizacdo/Revisdo; Relato de caso; Artigos
especiais e sobre a linguagem médica; Nota prévia e Carta ao editor.

Os artigos devem ser envidados em CD-RW Rewritable 1X-12X 700MB ou disquete 3
12 polegadas, com dois textos originais, impressos em papel A4, digitados no Windows 98 e
Microsoft Word versdao 2000 XP, com espago simples, fonte TNR-12 e duas colunas. O
SUMMARY, fonte 11 e referéncias fonte 10, em uma coluna.

As tabelas e quadros, incluidas no texto, devem possuir legenda na parte superior, fonte
TNR 10, identificados com nimeros romanos, indicando o que, onde e quando do tema, com
nota de rodapé TNR 9. Os graficos, fotos, esquemas, etc. sdo considerados como figuras,
recebendo identificagdo inferior, TNR 10, seqiiéncial inico em algarismos arabicos.

Fotografias deverdo ser enviadas em tamanho 9x13cm, preto e branco com boa
qualidade e com as estruturas a serem identificadas. As figuras de anatomia, histopatologia e
endoscopia poderdo ser coloridas.

Os autores sdo responsdveis pelos conceitos emitidos e devem atentar a seriedade e
qualidade dos trabalhos, cujos dados devem receber tratamento estatistico, sempre que
indicados.

Encaminhar, aos editores da RPM, os artigos com carta modelo, com timbre da

Instituicdo e assinada pelos autores para devida avaliagao pelo Conselho Editorial.
Todo trabalho com investigacio humana e pesquisa animal deve ser acompanhado da
aprovagio prévia da Comissio de Etica em Pesquisa da institui¢io, onde se realizou o
trabalho, conforme recomenda a Declaracdo de Helsinki (de 1975 e revisada em 1983) e as
Normas Internacionais de Protecdo aos Animais e a Resolu¢do n° 196/96, do Ministério da
Satde, sobre pesquisa em seres humanos.

Os artigos enviados 2 RPM ndo podem ser publicados em outras revistas biomédicas.
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Formatacao dos artigos
Editorial
E o artigo inicial de um periddico. Comenta assunto atual de interesse a drea de saude,

editoracdo, metodologia cientifica ou temas afins.

Artigo original

Aborda temas de pesquisa observacional ou experimental, transversal (incidéncia ou
prevaléncia), horizontal ou longitudinal (retrospectiva ou prospectiva), estudo randomizado ou
duplo cego, maximo de 6 a 10 laudas. A pesquisa bibliografica acompanha todo trabalho bio-
médico.

1) Titulo e subtitulo (se houver), em portugués, TNR fonte 12, com traducdo para o
inglés, fonte 11, centralizados.

2) Nome completo dos autores, maximo de 6, com sobrenome em letras maiudsculas,
TNR 11, também, centralizados.

3) No rodapé da 1? pédgina, citar a institui¢cdo onde foi realizado o trabalho e titulacio
dos autores, TNR 10, numerada conforme a seqii€éncia dos autores.

4) O resumo deve ser escrito em paragrafo unico, itdlico, TNR 12, contendo: objetivo,
método (casuistica e procedimento), resultados (somente os significantes) e conclusdo ou
consideragdes finais.

5) Descritores: citar no maximo 5 ¢ em ordem de importancia para o trabalho,
conforme relacdo do Index Medicus.

6) Introdugdo: mostra a hipétese formulada, atualiza o leitor na relevancia do tema sem
divagacdo e termina com o objetivo do trabalho.

7) Método: descreve a casuistica, amostra ou material e procedimentos utilizados para
o trabalho.

8) Resultados: constituido por, no maximo, 6 tabelas numeradas, com legenda superior
(TNR 10) e fonte de informacdo abaixo (TNR 9), acompanhadas ou ndo de graficos. Nao fazer
comentdrios, reservando-os para o item Discussao.

9) Discussdo: compara os resultados da pesquisa com os da literatura referenciada, de
maneira clara e sucinta.

10) Conclusdes ou consideragdes finais sobre os resultados da pesquisa ou estudo, de

forma concisa e coerente com o tema.
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11) Summary: versao do resumo do trabalho para a lingua inglesa, TNR 11, italico.
Deve constar o titulo, nomes dos autores e 0s itens superpostos.

12) Key words: segundo o DECS e na lingua inglesa.

13) Referéncias: devem ser atualizadas, (TNR 10), obedecendo o estilo Vancouver, em
ordem numérica conforme a citacdo no texto, maximo de 30 citacoes.

Exemplificando

Artigos:
TEIXEIRA, JRM .- Efeitos analgésicos da Maytenus guianensis: estudo esperimental, Rev.
Par. Med. 2001, 15(1): 17-21

O nome do periddico € de forma itélica.

Livro e monografia:

COUSER, WG - Distarbios glomerulares. In:CECIL — Tratado de Medicina Interna,
19 ed. Rio de Janeiro: Ed. Guanabara, p. 477-560, 1993

Internet:
MOKADDEM, A (e colaboradores). Pacemaker infections, 2002. Disponivel em
http:/www.pubmed.com.br — Acessado em ....

As qualidades bdsicas da redacdo cientifica s@o: concisdo, coeréncia, objetividade,

linguagem correta e clareza.

Atualizacio/revisao
Obedece o mesmo padrao do artigo original, dispensando o item RESULTADOS,

maximo, maximo de 5 a 6 laudas.

Relato de caso
Deve ter relevancia cientifica, conciso, maximo de 3 laudas, esquemaético e didatico; o

método € o proprio relato do caso e dispensa resultados.

Nota prévia

Descri¢do de pesquisa inédita ou de inovacdo técnica, de maneira sucinta e objetiva,
maximo de 2 laudas.

Solicitamos aos autores e colaboradores da RPM que sigam as normas referidas e

encaminhem os artigos ap0s revisao e corre¢do gramatical, inclusive o disquete.
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No final de cada artigo, anotar o endereco completo com CEP , telefone para contato e

endereco eletronico (e-mail).

Endereco para correspondéncia

REVISTA PARAENSE DE MEDICINA
Fundagdo Santa Casa de Misericérdia do Pard
Rua Oliveira Bello, 395 - Umarizal

CEP: 66.050-380 Belém - Para

Fone: (0xx91) 4009-2213/4009-9022

Fax: (0xx91) 4009-2299

e-mail: borinfor @ amazon.com.br
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ANEXO E - Normas e instrucoes aos autores do Jornal Brasileiro de Patologia e

Medicina Laboratorial

s

RN LA BLRALSILL BRIl D ISSN 1676-2444 versdo impressa
1 PATOLOGI A ISSN 1678-4774 versdo online

INSTRUCOES AOS AUTORES

YHIZHIN 3 ).

TR

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continua¢do do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho, agosto,
outubro e dezembro), € o 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP) e da Sociedade
Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado no Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saide (LILACS), no Periddica e no Chemical Abstracts e € integrante da base
de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos
cientificos que contribuam para o desenvolvimento da drea de Medicina Laboratorial e aceita
as seguintes categorias: artigos originais, de revisdo, de atualizacdo, experimentais, relatos de
caso, comunicacdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos

idiomas portugués, ingl€s ou espanhol.

Anélise dos trabalhos

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores independentes, pares
cientificos, de renome e com conhecimento especifico na drea contemplada pelo artigo. Apds
andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML entrard em contato com o autor principal
comunicando os passos a serem seguidos na aceitacdo do trabalho para publicagdo ou sua

eventual rejeicao.

Direitos autorais

Os autores devem enviar um termo de responsabilidade, assumindo formalmente a autoria do
trabalho e oficializando a transferéncia de direitos autorais (copyright transfer statement).
O Sistema de Gestao de Publica¢des (SGP) do JBPML possui o modelo desse documento e as

instrugdes para preenché-lo e envia-lo.
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Etica
Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6érgios e/ou tecidos isoladamente, bem
como prontudrios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Satde

(http://www.bioetica.ufrgs.br/res19696.htm). O trabalho a ser publicado deverd ser

acompanhado de certificado de aprovacio do Comité de Etica da Instituicio onde foi
realizada a pesquisa, em consondncia com a Declaracio de Helsinki, 1989

(http://www.bioetica.ufrgs.br/helsin4.htm).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os principios éticos
de experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e as
normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Institute of
Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council,
Washington, D.C., 1996). As drogas e substincias quimicas eventualmente utilizadas na
realizagcdo do trabalho devem ser identificadas com precisdao. Nao devem ser utilizados nomes
ou iniciais do paciente nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros de

hospitais.

Resumos e unitermos

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois resumos: um
em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem identificar os
objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (méximo de 250 palavras para artigos
originais, artigos de revisao e artigos de atualizacdo; e maximo de 100 palavras para relatos de
caso e comunicacoes breves). Caso o trabalho tenha sido escrito em espanhol, deverd haver
um resumo também nesse idioma.

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser em nimero
de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS)
da BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser apresentados em
portugués e inglé€s. Caso o trabalho tenha sido escrito em espanhol, deverd haver descritores

também nesse idioma.
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Agradecimentos
Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a institui¢do que contribuiu
substancialmente para a elaboracdo do trabalho. Devem ser incluidos apds as conclusoes e

antes das referéncias bibliogréficas.

Estrutura do texto

Artigos originais

Sao contribui¢des destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita, que possam
ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura
formal deve seguir o esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo: Introducao,
Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias
Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. Implica¢des clinicas e
limitagdes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o detalhamento do topico
Material e Método. Para esses artigos, exige-se a apresentacdo de resumos estruturados em
portugués e inglés, com cabecalhos obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducao,
Objetivos, Material e método, Resultados, Discussdao, Conclusdes e Referéncias. O Abstract
(resumo em inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglé€s. As referéncias bibliograficas

devem aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir.

Comunicacoes breves

Sado relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com achados
sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de replicacdo; e 3)
estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir
resumo nao-estruturado e, no méaximo, uma tabela ou figura, além das referéncias

bibliogréficas.

Artigos de revisao
Serdo aceitos apenas mediante convite. Avaliagdes criticas sistematizadas da literatura sobre
determinado assunto, devem incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do

texto, com excecdo de Introducdo, Discussdo e Conclusdo, fica a critério do autor. Para esses
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artigos, exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista

extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Artigos de atualizaciao

Sao trabalhos descritivos e interpretativos baseados na literatura recente sobre a situacao
global em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil palavras. A estrutura
do texto fica a critério do autor, mas deve haver um resumo nao-estruturado no idioma do

texto e outro em inglés, além de referéncias bibliogréficas.

Relatos de caso

S@o trabalhos de observacdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de anélise e
discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no minimo, os
seguintes topicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussao. Incluir um resumo nao-

estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar pesquisas
originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no maximo 500 palavras
(incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo consideradas se estiver explicita a frase

"para publicacao".

Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, em ordem alfabética
numerada. Devem seguir as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) -
NBR-6023 (agosto 2000). Os titulos dos periddicos deverdo ser referidos na forma abreviada
de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de
referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem
revisdo de contetdo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de
referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatidao das
referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores. Comunicacdes pessoais,

trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios,
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mas nao devem ser incluidos na lista de referéncias bibliogréficas; apenas mencionados no
texto ou em nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.
Exemplos:
e Artigos de periddicos (um s6 autor)
COTRIM, F. L. S. Coleta de sangue para dosagem de triglicerideos. J Bras Patol, v.
33, n. 4, p. 201-02, 1997.
e Artigos de periddicos (mais de trés autores)
ABREU, E. S. et al. Doenga de Hodgkin infanto-juvenil no estado do Ceard e sua
relacdo com o virus Epstein-Barr: pardmetros clinicos e andlise morfolégica imuno-
histoquimica e por hibridizacdo in situ. J Bras Patol, v. 33, n. 4, p. 178-84, 1998.
e Artigo de periddico on-line
YAZLE, J. S. R. et al. Assisténcia hospitalar como indicador da desigualdade social.
Rev  Saiide Publ, Siao Paulo, v. 31, n. 5, 1997. Disponivel em:
http://www.fsp.usp.br/rsp. Acesso em: 23 mar. 1998.

e Livros no todo (dois autores)
RINGSVEN, M. K.; BOND, D. Gerontology and leadership skills for nurses. Albany,
N.Y.: Delmar Publishers, 1996.

e (Capitulos ou parte de livro editado por outro autor
SCIVOLETO, R. Sistema nervoso autonomo. In: ZANINI, A. C.; OGA, S.
Farmacologia aplicada. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1989. Cap. 9; p. 97-141.

e Parte de livro em meio eletronico
SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: . Entendendo o meio
ambiente. Sao Paulo, 1999. V. 1. Disponivel em:

http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm. Acesso em: 8 mar.1999.

e Evento em meio eletronico
SILVA, R. N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagédgicos do paradigma da qualidade
total da educacdo. In: CONGRESSO DE INICIA(;AO CIENTIFICA DA UFPE, 4.,
1996, Recife. Anais eletronicos... Recife: UFPe, 1996. Disponivel em:
http://www.propesq.ufpe.br/anais/educ/ce04.htm. Acesso em: 21 jan.1997.

e Tese ou dissertacdo
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OLIVEIRA, C. M. Isolamento e caracterizagdo de estreptococos de placa dental. Rio
de Janeiro, 1974. Tese (doutoramento) - Instituto de Microbiologia, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

Citacoes no texto
Devem ser identificadas por algarismos ardbicos (numeros-indice). Podem também ser
acrescentados o nome do autor € o ano. As referéncias com mais de um autor devem conter o

sobrenome do autor seguido da expressdo et al., como, por exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos ardbicos e encabecadas
por seu titulo, recomendando-se a ndo-repeticio dos mesmos dados em graficos. Na
montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacdo tabular estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica IBGE, 1993).

As ilustragdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas consecutivamente
com algarismos ardbicos e citadas como figuras. Devem ser suficientemente claras para
permitir sua produgdo. Os gréficos deverdo vir preparados em programa processador de
grificos. Deverdo ser indicados os locais aproximados no texto onde as ilustracdes serdo
intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importagao de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletronico nos seguintes

formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

Abreviacoes e nomes de medicamentos

As abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizacdo.
Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes nao-
disponiveis para prescri¢ao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema métrico
decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional (SI) entre

parénteses.
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Contato com a secretaria do JBPML

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Tel.: (21) 3077-1400

e-mail: jbpml @sbpc.org.br

Como submeter um artigo ao JPBML

Como submeter um artigo ao JPBML

1. Entre em www.jbpml.org.br.

2. Se vocé ja € cadastrado, digite seu login e sua senha e clique no botao "Entrar no SGP".
Se ainda nao € cadastrado, clique em "Quero me Cadastrar".
3. Primeiro passo: no campo "Informe seu Email", cadastre o e-mail que serd usado para
receber os avisos e informacdes do Sistema de Gestdo de Publicacdes (SGP).
Clique em "Continuar cadastro”.
4. Segundo passo: preencha os campos do cadastro. Atengdo: os campos marcados com * sao
obrigatérios. Clique em "Continuar cadastro". Aparecerd a mensagem "Seu cadastro no SGP
foi concluido com sucesso". Um e-mail com o login e a senha informados serd enviado para
seu endereco cadastrado. Nesta mesma péagina, clique em "Voltar".
5. Voce serd encaminhado a pagina inicial do SGP, com login e senha. Nesta pédgina, digite o
login e a senha que vocé cadastrou e clique em "Entrar no SGP". Obs.: o login e a senha estao
no e-mail que o SGP lhe enviou no final do seu cadastro.
6. Na pagina de abertura do SGP aparece uma mensagem informando ser esta a primeira vez
que vocé acessa o sistema. Caso contrdrio, a mensagem informa quantas vezes ja o acessou,
data e hora do dltimo acesso e que vocé tem acesso com nivel de autor.
7. Observe o menu do lado esquerdo da tela. Se vocé ainda ndo submeteu nenhum artigo pelo
SGP, todos os itens do menu estdo indicados com quantidade "zero".
8. Para submeter um artigo, clique em "Submeter novo artigo para Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial".
9. Janela "Passo 1": informar a classificagao do artigo (manuscrito):

e Artigo de revisdo

e Artigo original

e Carta ao editor
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e Comunicagao breve

e Relato de caso
Clique na opcao correspondente a classificacdo do artigo. Por exemplo: Artigo original.
10. Janela "Passo 2": anexar imagens e/ou graficos usados no artigo. Todas as imagens e/ou
graficos devem estar em um dos seguintes formatos: jpg, gif, png, pdf ou tif. Apds anexar
imagens/gréficos, clique em "Enviar imagens". Caso o artigo ndo tenha imagens, clique em
"Nao necessito enviar imagens".
11. Nesta janela o autor pode conferir as imagens que enviou e enviar mais. Caso nio tenha
enviado imagens, aparecerd a mensagem "Nenhuma imagem foi enviada pelo autor".
Clique em "Préximo".
12. Janela "Passo 3": inserir/editar/excluir novos co-autores.
Para cada novo co-autor devem ser preenchidos os campos "Nome", "Titulacdo", "Cargo" e,
opcionalmente, CPF (pedido para posteriormente gerar o termo de Copyright, que garante os
direitos autorais). A ordem de importancia dos autores pode ser alterada clicando nas setas
amarelas (para cima ou para baixo). O primeiro nome serd considerado o autor principal, e os
demais, co-autores. Apds inserir/editar/excluir novos co-autores, clique em "Gravar" e em
"Préximo". Se nao houver novos co-autores, clique em "Préximo".
13. Janela "Passo 4": preencher com o titulo do artigo e descritores (palavras-chave ou key
words). Essas informagdes devem ser escritas na lingua nativa do autor (por exemplo,
portugués ou espanhol) e em inglés.
Clique em "Préximo".
14. Janela "Passo 5": preencher com o resumo (abstract). O autor também pode incluir
informacdes adicionais, como o nome da institui¢do, nome e endereco para correspondéncia e
se recebeu suporte financeiro.
Também € possivel redigir uma Carta ao Editor contendo informagdes adicionais que
considere importantes. Somente o editor terd acesso a esta carta. Clique em "Préximo".
15. Janela "Passo 6": redigir o artigo propriamente dito. E fornecido um editor de texto com
os comandos necessdrios para formatacio. E possivel "colar" um texto ja escrito e formatado
em MS Word. Clicar em "Préximo".
16. Janela "Passo 7": Transferéncia de Declaracdo de Direitos Autorais (Copyright Transfer
Statement). Preencher os campos solicitados, imprimir e enviar para a SBPC/ML pelo fax

(21) 2205-3386. Clicar em "Préximo".
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17. Janela "Passo 8": formato de visualizacdo do artigo (html ou pdf). Nesta janela, o autor
decide se vai submeter o artigo ou vai exclui-lo e desistir de fazé-lo.
18. Janela "Concluido": indica que voc€ terminou o processo de submissdo do artigo.

19. Voceé receberd um e-mail comunicando que o artigo foi submetido a avaliacao.
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ANEXO F - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da

UFPE

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 216/2010 - CEP/CCS Recife, 27 de agosto de 2010

Registro do SISNEP FR — 352936

CAAE - 3353.0.000.172-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 242/10

Titulo: “Perfil Imunoistoquimico do Cancer de Colo Uterino”
Pesquisador Responsavel: Guacyra Magalhdes Pires

Senhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou, de
acordo com a Resolucio N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-0 para inicio da coleta de dados em 26 de agosto de 2010.

Ressaltamos que a aprovaco definitiva do projeto serd dada ap6s a entrega do relatdrio final,
conforme as seguintes orientacdes:
a) Projetos com, no méximo, 06 (seis) meses para conclusdo: o pesquisador devera
enviar apenas um relatario final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: o pesquisador devera enviar

relatdrios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovagio somente sera entregue apds a analise do relatdrio final.

Atenciosamente

Prof. Geraldo Bosco Lindoso Gouto
Coordenador do CEP/ CGS / UFPE

A
Mestranda Guacyra Magaihdes Pires
Programa de Pés-Graduacéo em Patologia- CCS/UFPE
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