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Resumo

O cancer do colo uterino é o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres
mundialmente, e o sétimo no geral. No Brasil, esta neoplasia € a terceira mais frequente no
género feminino, com mais de 15 mil casos novos a cada ano. A infecgdo persistente pelo
papilomavirus humano dos tipos de alto risco oncogénico esta associada ao cancer cervical,
porém uma pequena percentagem de mulheres infectadas por estes virus desenvolve lesfes
pré-malignas que podem evoluir a invasao. Portanto, outros cofatores sdo necessarios para a
persisténcia viral que, ap6s 2 anos sem intervencdo, leva a expressdo desregulada e
concomitante das oncoproteinas transformantes E6 e E7. As enzimas degradadoras de matriz
extracelular conhecidas como metaloproteinases da matriz tem sido extensamente estudadas
devido ao seu papel na invasdo, metastase, angiogénese e recidiva tumoral. Nas lesGes
cervicais, um aumento na expressao das metaloproteinases foi identificado, porém, seu papel
na progressdo das lesbes pre-invasivas e sua interacdo com a infeccdo pelo papilomavirus
ainda ndo estd bem esclarecida. Neste intuito, o presente estudo visou avaliar, através de
técnica imuno-histoquimica, a associacdo dos niveis de expressdo das metaloproteinases da
matriz 2 e 9 com os graus de lesdes cervicais. Para isso, foram utilizadas amostras de biopsias
parafinadas, diagnosticadas e arquivadas entre 2011 e 2015 no Laboratério de Anatomia
Patologica do Hospital das Clinicas de Recife, Pernambuco, Brasil, incluindo 115 biopsias de
lesOes cervicais, obtidas por conizagdo, bem como 14 casos de tecidos cervicais sem lesdo. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstraram um aumento da expressdo das
metaloproteinases 2 e 9 nos casos de invasdo em relacdo a condicBes pré-malignas, tanto no
citoplasma quanto no nucleo de células epiteliais escamosas, sendo a intensidade da expressao
nuclear das metaloproteinases estudadas mais significativa nas células cancerosas. Também
foi observada diminuicdo da expressdo das metaloproteinases 2 e 9 no citoplasma das células
glandulares adjacentes na presenga do carcinoma escamoso invasor, quando comparadas ao
controle. Mais estudos precisam ser realizados para avaliar o valor prognostico das
metaloproteinases 2 e 9 nas condicGes pré-malignas e malignas do colo uterino.

Palavras-chave: Metaloproteinases da Matriz. Papilomavirus Humano. Neoplasias do
Colo Uterino.



Abstract

The cervical cancer is the fourth most common cancer among women worldwide, and seventh
overall. In Brazil, this cancer is the third most common in women, with more than 15,000 new
cases each year. Persistent infection with human papillomavirus types of high oncogenic risk
is associated with cervical cancer, but a small percentage of women infected by these viruses
develop precancerous lesions that may progress to invasion. Therefore, other cofactors are
required for viral persistence which, after 2 years without intervention, leads to unregulated
and concomitant expression of transformants E6 and E7 oncoproteins. The extracellular
matrix degrading enzymes known as matrix metalloproteinases has been extensively studied
because of its role in invasion, metastasis, angiogenesis and tumor recurrence. In cervical
lesions, an increase in the expression of metalloproteinases was identified, however, its role in
the progression of pre-invasive lesions and their interaction with the papillomavirus infection
is not well understood. To this end, the present study evaluated, through
immunohistochemical technique, the association of the expression levels of matrix
metalloproteinases 2 and 9 with grades of cervical lesions. For this, we used paraffined biopsy
samples, diagnosed and filed between 2011 and 2015 at the Pathology Laboratory of the
Hospital das Clinicas of Recife, Pernambuco, Brazil, including 115 biopsies of cervical
lesions, obtained by conization, and 14 cases of tissues without cervical injury. The results of
this study demonstrated an increased expression of metalloproteinases 2 and 9 in invasion
compared to pre-malignant conditions, in both cytoplasm and nucleus of squamous epithelial
cells, and a more significant intensity of the nuclear expression of metalloproteinases studied
in cancer cells. It was also observed decreased expression of metalloproteinases 2 and 9 in the
cytoplasm of adjacent glandular cells in the presence of invasive squamous cell carcinoma,
when compared to control. More studies are needed to assess the prognostic value of
metalloproteinases 2 and 9 in premalignant and malignant conditions of the cervix.

Keywords: Matrix Metalloproteinases. Papillomaviridae. Uterine Cervical Neoplasms.
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1 Apresentacao

O cancer de colo do utero ou cancer cervical (CC) € um importante problema de satde
publica, configurando o quarto tipo de neoplasia maligna mundialmente mais comum entre as
mulheres e o sétimo na populagdo em geral. A ocorréncia de CC foi estimada em 528.000
casos novos a cada ano, e a causa de 266.000 obitos em 2012 (FERLAY et al., 2013).

Cerca de 85% dos casos ocorre em regides menos desenvolvidas, como em paises da
Africa Subsaariana, onde é o principal cancer que acomete a populacdo feminina (BRAY et
al., 2013). No Brasil, esta neoplasia é a terceira mais frequente em mulheres, sem considerar
0s tumores de pele ndo melanoma, e 15.590 novos casos foram estimados para 2014 (INCA,
2014).

O Papilomavirus humano (HPV, do inglés, Human Papillomavirus) é o agente
etioldgico mais comum das doencas sexualmente transmissiveis. Os tipos de HPV de alto
risco oncogénico séo os principais fatores para o desenvolvimento do CC (ZUR HAUSEN,
2002).

O namero de infecgdes pelo HPV de alto risco é da ordem de milhdes (DE SANJOSE et
al., 2007; DUNNE et al., 2007), contudo, apenas uma pequena percentagem progride a lesdes
que podem chegar a invasdo (INSINGA et al., 2005).

Embora perspectivas de reducdo destas taxas tenham emergido com a implementacéo
das campanhas de vacinacdo contra os principais HPVs oncogénicos em alguns paises
(MARKOWITZ et al., 2012), permanecem incertezas em relacdo ao nivel de protecdo através
das vacinas em longo prazo. Além disso, haverd um periodo de transicdo com grupos
remanescentes ndo vacinaveis, sendo necessarias diferentes estratégias para o controle do CC
(LYNGE et al., 2009; TOTA et al., 2014).

Sabe-se que a integracdo do DNA viral é uma etapa chave para a carcinogénese
produzidas pela expressdo dos genes virais E6 e E7 nas células do hospedeiro (MUNGER,;
HOWLEY, 2002).

Lesdes intraepiteliais (pré-malignas), quando ndo tratadas, podem progredir a lesdes
invasivas (malignas). As alteracOes dessas lesdes podem ser detectadas pelo exame citoldgico
(Papanicolau) e confirmadas pelo exame histoldgico.

Apesar do progresso no rastreamento de mulheres com doenga cervical, um elevado

numero de resultados falso-negativos e falso-positivos é observado (DEHN et al., 2007;
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HWANG, SHROYER, 2012), além de haver controvérsias em relacdo ao manejo das
pacientes com lesbes pré-invasivas (PETRY, 2011; MASSAD et al., 2013). Isso evidencia a
necessidade de se identificar biomarcadores clinicamente (teis para aumentar a precisdo do
diagndstico e fornecer informac@es quanto ao risco de progressao para uma lesao mais severa.

A familia das metaloproteinases da matriz (MMPs, do inglés, Matrix
Metalloproteinases) tem sido explorada como importante ferramenta na detec¢do precoce,
prognostico e metastase em diversos canceres humanos. Essas proteases sdo capazes de
degradar os componentes da matriz extracelular (MEC) e membrana basal (MB), além de
possuirem funcdo na modulacdo da adesdo celular, na regulacdo de fatores de crescimento e
seus receptores, de citocinas e quimiocinas, na angiogénese e na transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM), uma caracteristica marcadora de metastase na progressao tumoral (ROY
et al., 2009).

As MMPs tem sua secrecdo e ativacdo aumentadas durante a progressdo tumoral, sendo
produzidas pelas proprias células do tumor ou estromais, tais como os fibroblastos e
macréfagos (STERNLICHT et al., 2000; STETLER-STEVERNSON, 2008).

Numerosos estudos apoiam a possibilidade de que a superexpressdao de MMPs promova
crescimento tumoral e metastase no carcinoma do colo uterino (LIBRA et al., 2009). Uma
apreciacdo de como essas enzimas estdo ligadas ao desenvolvimento e progressdo do cancer
pode melhorar as estratégias diagnosticas e terapéuticas.

Portanto, o presente estudo visou investigar a expressdao das MMPs 2 e 9, através de
imuno-histoquimica (IHQ), em diferentes graus de lesdes e em tecidos cervicais na auséncia
de lesdo, na tentativa de associar a intensidade de expressdo das MMPs 2 e 9 com 0s
diagndsticos histologicos dos casos.
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2 Revisdo da Literatura

2.1 O papilomavirus humano e seu ciclo

Mais de 180 tipos de HPV foram descritos (BERNARD et al., 2010) e cerca de 40
cepas infectam o trato ano-genital (DE VILLIERS et al.,, 2004), sendo comumente
classificados em grupos de baixo e alto risco (ZUR HAUSEN, 2002), de provavel alto risco e
de risco indeterminado, de acordo com o seu potencial oncogénico (MUNOZ et al., 2003).

Os papilomavirus humanos sdo pequenos virus de 52 a 55nm de diametro, cuja capsula
organiza 72 capsdmeros em simetria icosaédrica. O genoma viral é constituido por um DNA
circular de dupla hélice de aproximadamente 8.000 pares de bases e esta dividido em uma
regido codificante, com oito fases de leitura aberta (ORF, do inglés, Open Reading Frames)
que codificam as proteinas precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7, do inglés, Early) e as proteinas
tardias (L1 e L2, do inglés, Late), e outra regido ndo codificante chamada LCR (do inglés,
Long Control Region), implicada no controle da replicacdo do DNA viral e da transcri¢cdo dos
genes virais (ZUR HAUSEN, 1999).

Apos a transmisséo, 0 HPV infecta as células basais (células tronco) na juncdo escamo-
colunar ou através de micro traumas presentes na ectocérvice. O DNA viral é transportado
para o nucleo, seguindo a rede protéica do citoesqueleto (microtibulos), apds o desnudamento
do capsideo (ZUR HAUSEN, 1996).

A multiplicacdo do genoma viral nas células-tronco € limitada, sob o controle das
proteinas precoces E1 e E2 do HPV, sendo produzidas de 50 a 100 copias do DNA viral por
celula. Esta é uma fase do ciclo de multiplicacdo chamada de ndo produtiva, por ndo haver
producdo de virions. Conforme acontecem divisGes celulares, segue-se uma fase de
conservacdo dos genomas virais na camada basal e parabasal do epitélio (ZUR HAUSEN,
1996; DOORBAR, 2005).

Os genomas do HPV novamente sintetizados se distribuem em cada célula filha, e a
medida que as células epiteliais se diferenciam, ha uma amplificacdo do DNA viral. Quando
fatores implicados na diferenciacdo celular ativam a transcricdo dos genes tardios, ocorre a
expressao das proteinas L1 e L2 nas camadas mais superficiais do epitélio, permitindo a
formacéo da capsula do genoma viral. Os novos virions infectantes finalmente sdo liberados
no meio exterior com as celulas descamativas, completando o ciclo do virus (ZUR HAUSEN,
1996; DOORBAR, 2005) (Figura 1).
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Figura 1 — O ciclo viral e a transformacao neoplasica induzida pelo HPV.
Fonte: Adaptado de Woodman, Collins e Young (2007).

2.2 O papilomavirus humano e a transformacao neoplasica

A perda da capacidade de completar o ciclo diferencia a infec¢do viral produtiva,
presente nas lesdes de baixo grau, de uma infeccdo viral transformante e tumoral,
caracteristica dos HPVs de alto risco (DOORBAR, 2005).

O ciclo viral é extremamente dependente da diferenciacdo dos queratindcitos. Para
manutencdo das células em ciclo, as proteinas E6 e E7 sdo expressas em taxas muito baixas,
inibidas pela proteina E2. Quando, em situagdo adversa a sua histdria natural, hd uma quebra
do genoma viral nas regides E1 e E2, ocorre desregulacdo e consequente superexpressao dos
genes E6 e E7. Estes codificam proteinas que atuam em genes responsaveis pela apoptose e
por supressores de tumor, levando a um estimulo excessivo para a proliferacdo das células
infectadas e resultando em instabilidade cromossémica, aneuploidia e modificagdes no DNA
da célula infectada. Na sequéncia,0 DNA viral integra-se ao DNA celular, iniciando a
transformacéo neoplasica (ZUR HAUSEN, 2002) (Figura 1).

A expressdo continua e concomitante dos genes virais E6 e E7 resulta na imortalizacao

das células infectadas. O produto do gene E6 aumenta a degradacdo de uma proteina
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supressora tumoral de 53 kDa conhecida como p53, enquanto o produto de E7 promove a
degradacdo da proteina associada ao retinoblastoma (pRb) (SCHFFNER et al., 1993;
GIARRE et al. 2001). A inativacdo da pRb resulta na super-expressdo da proteina inibidora
de quinase 4 (p16™<*®), uma reguladora da divisdo celular, em funcdo de um feedback
negativo. Estudos mostram que a super-expressao da proteina p16"™<** pode ser utilizada para
estimar a evolucdo e extensdo da lesdo e auxiliar na diminuicdo das variacoes
interobservadores (RAJCANI et al., 2009; BERGERON et al., 2010; MISSAOUI et al.,
2010).

A infeccdo persistente por HPVs de alto risco, apos 2 anos, resulta na expresséo de E6 e
E7. Se ndo houver intervencdo, haverd integracdo do DNA viral ao DNA do hospedeiro,
iniciando-se a transformacdo carcinogénica entre 15 e 20 anos (PITTAYAKHAJONWUT;
ANGELETTI, 2010).

Contudo, a integracdo viral ndo acontece em todos 0s casos € 0 genoma viral é
mantido em sua forma epissomal. A susceptibilidade individual e outros fatores podem ter um
papel relevante sobre o desenvolvimento de lesGes, e 0 sistema imune parece ter a regéncia na
resolucéo da infeccdo (FRAZER, 2007; STEBEN; DUARTE-FRANCO, 2007).

A eliminagdo viral é feita entre 8 e 16 meses, variando de acordo com 0s gendtipos
considerados. O clearance dos HPVs de baixo risco é da ordem de 3 a 6 meses, enquanto que
os de alto risco é de 12 a 16 meses. Em certos casos, a infecgdo pode ficar latente e ser
reativada em um periodo de imunossupressao. Infeccdo por HPV de alto risco resulta em
progressdo para CC apenas em uma pequena percentagem de mulheres, ap6s um longo
periodo de laténcia (ZUR HAUSEN, 1996; HO et al., 1998).

2.3 Progressao das lesdes cervicais

As lesdes pré-malignas da cérvice uterina sdo denominadas na histologia pelo termo
Neoplasias Intraepiteliais Cervicais, que podem ser de grau I, Il ou 111 (NIC I, Il ou I11), além
do carcinoma in situ, que equivale a NIC |1l e é o ultimo estagio da pré-invasdo. Na citologia,
sdo utilizados os termos Lesdo Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL, correspondendo a NIC 1)
ou Lesdo Intraepitelial de Alto Grau (HSIL, compreendendo NIC I1 e 111). A lesdo maligna é o
carcinoma escamoso invasor, que no caso das lesbes glandulares, ¢ denominada de
adenocarcinoma invasor, sendo utilizado o termo adenocarcinoma in situ em referéncia a fase
pré-invasiva (SOLOMON, 2002).
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Na citologia, utilizando-se a classificagdo o Sistema Bethesda (SOLOMON, 2002),
também é possivel detectar e descrever alteragbes muito sutis denominadas de Células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), que podem refletir alteracdes
transitorias ou iniciais e podem evoluir a lesGes intraepiteliais, e as Células escamosas atipicas
ndo podendo excluir lesdo de alto grau (ASC-H). A descricdo de Células glandulares atipicas
(AGC) é igualmente importante, com possibilidade de estar associada a lesGes de alto grau
subjacentes, sejam glandulares ou escamosas.

Muitas mulheres portadoras do HPV, mesmo dos tipos oncogénicos, ndo desenvolvem
doenca ou desenvolvem lesdes que regridem ou se estabilizam em estagios pré-invasivos (HO
et al., 1998; ZUR HAUSEN, 1999; STEBEN; DUARTE-FRANCO, 2007). Estima-se que, se
néo tratados, cerca de 5% dos casos de NIC Il e de 12% a 31% de NIC Il irdo progredir para
carcinoma invasivo (OSTOR, 1993; MCCREDIE et al., 2008).

A transicdo de um crescimento neoplésico in situ para cancer invasivo e metastatico
envolve diversos eventos decorrentes de interacdes cruzadas entre células neoplésicas e do
estroma no microambiente tumoral, permitindo a sobrevivéncia, proliferacdo e migracao
celular (MILES; SIKES, 2014). Portanto, uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos
moleculares que podem tornar as células de lesdes intraepiteliais cervicais capazes de invadir

0 estroma adjacente e metastatizar teria grande importancia clinica.

2.4 Metaloproteinases da matriz

Invasdo tumoral e metéastase envolvem a degradacdo da membrana basal (MB) e
remodelagdo da matriz extracelular (MEC), que funcionam como barreiras teciduais ao
crescimento invasivo. Dentre diversas enzimas capazes de digerir esta matriz protéica, grande
destaque é conferido a familia das metaloproteinases de matriz (MMPS).

As MMPs pertencem a uma familia de endopeptidadeses zinco-dependentes com
capacidade de degradar uma ampla variedade de substratos dentre os principais componentes
da MEC e MB, além de moléculas da superficie celular e outras proteinas pericelulares
(STERNLICHT; WERB, 2001). Sdo, portanto, integrantes fundamentais no processo de
progressao das lesdes tumorais.

A acdo de MMPs foi mostrada pela primeira vez por Gross e Lapiere (1962), que
observaram enzimas capazes de degradar géis de colageno fibrilar da cauda involutiva de

girinos, posteriormente denominadas de colagenases.
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Foram identificadas 23 MMPs humanas e homdlogos de outras espécies (NAGASE et
al., 2006; BONNANS et al., 2014). Historicamente, as MMPs foram classificadas com base
na especificidade de seu substrato, sendo divididas em colagenases, gelatinases,
estromelisinas e semelhantes & estromelisina, matrilisinas, MMPs do tipo membrana (MT-
MMPs) e outras. No entanto, com a extensdo da lista de substratos, um sistema de numeragao
sequencial foi adaptado, agrupando as MMPs de acordo com sua estrutura em oito classes
distintas: cinco sdo secretadas e trés séio MT-MMPs (EGEBLAD; WERB, 2002) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo estrutural das MMPs.

Classe estrutural MMP Nome comum
A MMPs de dominio MMP-7 Matrilisina
minimo MMP-26 Matrilisina-2
MMP-1 Colagenase-1
MMP-3 Estromelisina-1
MMP-8 Colagenase-2 (Colagenase de neutrofilo)
MMP-10 Estromelisina-2
MMP-12 Metaloelastase
MMP-13 Colagenase-3
MMP-18 Colagenase-4 (Xenopus; nenhum homdlogo humano
B MMPs com dominio de conhecido)
hemopexina simples MMP-19 -
MMP-20 Enamelisina
MMP-22 CMMP (chicken, nenhum homdlogo humano
conhecido)
MMP-27 -
* Mcol-A (camundongo)
* Mcol-B (camundongo)
C MMP-2 Gelatinase A
c g"e'l\:tfﬁade ligagdo a MMP-9 Gelatinase B
- Gelatinase 75-kDa (galinha)
D MMPs secretadas MMP-11 Estromelisina-3
ativadas por furina MMP-28 Epilisina
E MMP com INSereao MMP-21 Homologo de XMMP (Xenopus)
semelhante a vitronectina
MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
F MMPs transmembranares MMP-16 MT3-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-17 MT4-MMP
G MMPs ancoradas por GPI MMP-25 MT6-MMP
MMP transmembranar \iMp.23  CA-MMP (Arranjo de cisteina)

tipo 1l

Fonte: Adaptado de Egeblad e Werb (2002).
Nota: GPI - glicofosfatidilinositol. *MMPs sem designacdo sequencial.
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Em geral, seus elementos estruturais incluem uma sequéncia sinalizadora N-terminal
(pré-dominio) que direciona ao reticulo endoplasmatico, sendo entdo removida; um dominio
pro-peptidico, que mantém a laténcia da enzima; um dominio catalitico contendo um sitio de
ligacdo do fon zinco (Zn?*); uma regido de articulacéo ou ligacdo e um dominio de repeticdes
semelhantes & hemopexina (STERNLICHT; WERB, 2001) (Figura 2).

Fatores de crescimento, hormonios, citocinas e oncogenes regulam a transcri¢do
dessas enzimas, que sdo sintetizadas como zimogénios inativos (pré-MMPs). As pro-MMPs
sdo mantidas inativas pela interacdo entre um grupo sulfidrila ou tiol (SH) de cisteina ndo
pareado, proximo a extremidade C-terminal do dominio pro-peptideo, e o ion zinco no
dominio catalitico. A ativacdo requer a abertura deste “interruptor” por remogao proteolitica
do dominio pré-peptideo ou por perturbacdo ectopica da ligacdo entre cisteina e zinco. Uma
vez deslocado, o grupo tiol é substituido por uma molécula de agua que se liga ao zinco,
permitindo a acdo de clivagem das ligagdes peptidicas dos alvos da MMP (STERNLICHT;
WERB, 2001).

SIH
A L I L1
S Pré-peptideo D
H SH
| Pré-peptideo [j
B L L }<=>0000 orsiala cainli
ominio catalitico com
SH S S sitio de ligacdo de Zn?* ::B
O | I Regido de articulagio <>
C
Dominio de hemopexina ¢——¢
SH $S—S
Fibronectina uuu
D DJ_-_D}GQGIP Furina
SH s—$ Vitronectina i
| Dominio transmembranar [
E Ij - I_l Dominio citoplasmético 2
5||'| S—S GPI (glicosilfosfatidilinositol) G
F (I . [] Sinal de ancoragem [}
SH S S Dominio de arranjo de cisteina O
| - Dominio de imunoglobulina ﬁ
G LI [ IIG(PCD(PCE
SH $—$

P —

Figura 2 — Dominios estruturais das classes de MMPs.
Fonte: Adaptado de Egeblad e Werb (2002).

A maioria das MMPs é ativada no exterior da célula por outras MMPs ja ativadas ou
serina proteases, como a plasmina (WOESSNER; NAGASE, 2000). MMP-11, MMP-28, MT-
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MMPs e MMP-23 possuem um motivo de reconhecimento por serina-proteases semelhantes a
furina, permitindo sua ativacdo intracelularmente antes de atingirem a superficie celular ou ser
secretadas (STERNLICHT; WERB, 2001).

A atividade proteolitica das MMPs também é precisamente controlada, em condicGes
normais, através da acdo dos inibidores enddgenos presentes no plasma, como o02-
macroglobulina e trombospondina-1 e 2, inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs,
Tissue inhibitors of metalloproteinases) e pequenas moléculas com dominios semelhante a
TIMP (revisado em Egeblad; Werb, 2002). A proteina RECK (Reversion-inducing cysteine-
rich protein with Kazal motifs), ligada & membrana, também foi identificada como capaz de
regular negativamente MMP-2, 9 e 14 (FURUMOT et al., 2001; OH et al., 2001; DONG et
al., 2010).

Foram descritos quatro TIMPs (TIMP-1, 2, 3 e 4), que inibem reversivelmente as
MMPs em proporcdo molar estequiométrica de 1:1 e diferem na expresséao tecidual especifica
e capacidade para inibir varias MMPs (EGEBLAD; WERB, 2002; NAGASE et al., 2006).
TIMP 1, 2 e 4 sdo secretados e TIMP-3 esta ancorado na MEC (KHOKA et al., 2013).

Embora haja uma preferéncia de ligagdo do TIMP-2 pela MMP-2 e do TIMP-1 pela
MMP-9, os TIMPs em geral ndo apresentam maior grau de especificidade por alguma MMP
em particular (SCHULZ, 2007). Ao se ligarem as MMPs, os TIMPs bloqueiam o sitio ativo,
impedindo 0 acesso ao substrato especifico. Esta inibicdo ocorre através da ligagdo entre o
dominio N-terminal e residuos de valina e cisteina presentes nos TIMPs e o sitio catalitico das
MMPs, quelando o &tomo de zinco (MURPHY; NAGASE, 2008).

A ativacdo da MMP secretada como pr6-MMP-2 é mediada por um complexo de
superficie celular constituido por um homodimero de MMP-14 (MT1-MMP), bem como uma
molécula de TIMP-2 (Figura 3). TIMP-2 liga-se ao dominio catalitico de uma das moléculas
de MMP-14 em dimero e ao dominio hemopexina da pr6o-MMP-2, facilitando a clivagem e
ativacdo da pr6-MMP-2 pela segunda molécula do dimero de MT1-MMP, livre de TIMP-2
(BUTLER et al, 1998; ITOH et al., 2001; NAGASE et al., 2006).
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Figura 3 — Ativacdo de pr6-MMPs e inibicdo por TIMPs.
Fonte: Adaptado de Khoka et al. (2013).
Nota: RE — reticulo endoplasmético; G — complexo de Golgi.

A acdo das MMPs na degradacgdo e remodelacdo da MEC é essencial em processos
fisiolégicos como desenvolvimento embrionario, morfogénese, reproducdo, reabsorcdo e
remodelacdo tecidual. Expressdo desregulada de MMPs devido ao desequilibrio entre sua
ativacdo e inibicdo é observada em doencas inflamatorias, na fibrose e no cancer (NAGASE
et al., 2006).

2.5 Expressao das metaloproteinases da matriz na progressao tumoral

A expressao e ativacdo das MMPs estd aumentada em quase todos canceres humanos
em comparacdo com o tecido normal (EGEBLAD; WERB, 2002; ROY et al., 2009).
Inicialmente acreditou-se que apenas as células cancerigenas eram responsaveis pela
producéo desregulada de MMPs.

Contudo, influéncias reciprocas entre células do tumor e do estroma circundante
promovem a progressao tumoral (Figura 4). Células neoplasicas produzem diversas citocinas,
quimiocinas e enzimas que ativam fibroblastos e células estromais, que em resposta secretam
proteases, incluindo as MMPs (MILES; SIKES, 2014).
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Figura 4 — Expressdo de metaloproteinases da matriz (MMPSs) e seus inibidores tissulares (TIMPs) nas interagdes
tumor-estroma. A progressdo tumoral se da através de uma comunicagao reciproca entre as células tumorais e do
estroma, que depende das vias de sinalizacdo reguladas pelos diversos componentes da MEC, resultando, em
Gltima instancia, no crescimento do tumor, sobrevivéncia celular e colonizagdo de sitios metastaticos. Diferentes
MMPs e TIMPs sdo sintetizados pelas células cancerigenas, células cancerigenas submetidas a transicao epitélio-
mesenquimal (TEM) e células estromais, incluindo fibroblastos, células endoteliais e inflamatdrias, como
macréfagos, neutréfilos e linfocitos. O conjunto singular de MMPs e TIMPs expressos no estroma tumoral varia
com o tipo e estagio do tumor.

Fonte: Adaptado de Egeblad e Werb (2002).

Através de hibridizacdo in situ, RNAm de varias MMPs (MMP-1, 2, 3, 11 e 14) foi
identificado em fibroblastos do estroma, especialmente proximo as células invasoras, mas nao
nas células tumorais em canceres humanos de mama, pulméo, préstata, ovario e colorretal. Ja
a MMP-9 foi identificada principalmente em células inflamatérias como macrofagos e
neutrofilos em cancer colorretal (ZUCKER et al., 1999).

As proteinas MMP-2 e MMP-9, por sua vez, foram localizadas na superficie de células
cancerosas, indicando que estas MMPs de origem estromal sdo recrutadas para a membrana
da célula tumoral, se ligando a receptores celulares (POLETTE, M. et al., 1994; BROOKS et
al., 1996; OLSON et al., 1998).

A MEC serve como arcabouco de sustentacdo e reservatorio de fatores de crescimento,
que sdo liberados quando ocorre a digestdo e alteracdo dos componentes da matriz (MILES;
SIKES, 2014). A degradacéo proteolitica da MEC pelas MMPs, portanto, mais do que causar

uma simples destruicdo de barreiras mecéanicas, leva a interacdo das células tumorais com
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diversos fatores que sinalizam para vias reguladoras de eventos celulares relevantes para a
biologia do cancer. Estes incluem crescimento de células cancerosas, diferenciacéo, apoptose,
migracdo e invasdo, angiogénese tumoral e vigilancia imunoldgica (EGEBLAD; WERB,
2002).

As células normais dependem da ancoragem e dos sinais gerados pelas moléculas de
adesdo para sua sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo de maneira adequada; o
rompimento desencadeia o processo de morte celular programada denominado de anoikis.

A transformacdo epitélio-mesenquimal (TEM) é um processo de aquisicdo de
caracteristicas migratdrias implicado no surgimento de células tumorais metastaticas. MMP-3
e MMP-7 podem clivar E-caderina, principal molécula de adesdo célula-célula em epitélio,
levando a aumento na migracdo. TEM pode ser induzida por MMP-28 através da ativacao
proteolitica de fator transformador do crescimento beta (TGF-B) (ROY et al., 2009).

MMPs possuem papel dual no processo de angiogénese, estando envolvidas tanto no
inicio como no crescimento e manutencdo do leito vascular. Essas enzimas sdo essenciais para
a remodulacdo da MEC durante a angiogénese, bem como sao responsaveis pela liberacdo de
fatores pré-angiogénicos ligados a MEC ou pela sinalizagdo intracelular via integrinas. A
MMP-9 libera importantes fatores angiogénicos como o fator de crescimento fibroblastico
bésico (bFGF) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). MMP-2 e MMP-14
também participam da angiogénese, assim como MMP-1 e MMP-7 em menor grau. Todavia,
a clivagem de plasminogénio e colageno XVIII por MMPs produz angiostatina e endostatina,
respectivamente, que sao inibidores enddgenos de angiogénese (ROY et al., 2009; YADAYV et
al., 2014).

MMPs podem modular imunidade e inflamagao, uma vez que clivam diversas citocinas,
receptores de citocinas e quimiocinas, moléculas sinalizadoras da inflamacdo. Niveis
aumentados de MMP-9 no infiltrado células inflamatdrias em céancer de mama demonstram

haver participagdo desta MMP em inflamacdo associada a tumor (ROY et al., 2009).

2.5.1 Metaloproteinases da matriz 2 e 9 na progressao de lesdes cervicais

A expressdo de MMPs tem sido alvo de diversos estudos relacionados a carcinogénese
cervical uterina. Expressao aumentada de MMP-2, MMP-9 e MMP-14 tem sido observada
durante a progressao do carcinoma cervical. Além disso, seu envolvimento no processo de
invasdo tumoral, metéstase e recidiva do tumor foi descrito (SHEU et al., 2003; GAIOTTO et
al., 2004; ZHAI et al., 2005).
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Grande importancia tem sido conferida ao papel no processo de invasdao da MMP-2 e
MMP-9, sendo denominadas colagenases tipo IV devido sua capacidade seletiva de degradar
este tipo de colageno abundante na MB (LIBRA et al., 2009).

Estas MMPs digerem gelatinas (colageno desnaturado) rapidamente com a ajuda das
trés repeticdes de fibronectina de tipo Il que se liga a gelatina/colageno (NAGASE et al.,
2006). Uma acgdo coordenada durante o crescimento tumoral foi descrita, iniciada pela
degeneracdo de colageno | em gelatina pela MMP-14, que é posteriormente degradada pela
MMP-2, sendo esta atividade dependente da concentracdo de TIMP-2 (SATO; TAKINO,
2010).

MMP-2 também digere coldgenos I, Il e 111 semelhantemente a colagenases, porém sua
atividade colagenolitica é mais razoavel na regido pericelular do que em solucdo, quando
comparada a MMP-1, uma vez que sua forma inativa é recrutada a superficie celular na
ativacdo por MT-MMPs (NAGASE et al., 2006).

Através de técnica imuno-histoquimica, foi demonstrada expressdo destas enzimas em
lesGes cervicais pré-malignas e invasivas. Alguns estudos e seus principais resultados estdo
resumidos na Tabela 2 e destacam um aumento na expressao tecidual de MMP-2 e MMP-9
nos casos de cancer e de lesdes intraepiteliais de alto grau.

Analisando RNAmM de MMP-2 em amostras cervicais, Wang et al. (2008) encontraram
que a expressdo foi, em geral, maior nas areas de invasdo do que no tecido normal
equivalente. No mesmo estudo, a deteccdo imuno-histoquimica de MMP-2 em CCs
apresentou associacdo significativa com invasdo do paramétrio e metastase em linfonodos,
mas ndo com recorréncia ou sobrevivéncia.

Através de zimografia, observou-se que os niveis de MMP-9 foram significativamente
maiores em HSIL e CC do que em cérvice normal, e que houve aumento progressivo da
MMP-2 ativa de HSIL a CC de fase | e estagios mais avancados. Além disso, a atividade da
MMP-9 e a forma ativa de MMP-2 em CC foram fortemente correlacionadas com a
permeacdo linfatica e metéstases linfonodais (SHEU et al., 2003).

Estudos in vitro sobre a atividade das gelatinases em linhagens de céancer cervical
(incluindo HeLA, Caski, SiHa e C-33A) identificaram apenas a forma latente de MMP-2
(ZHAI et al., 2005; SCHROPFER et al., 2010), ndo tendo sido possivel detectar MMP-9
(SCHROPFER et al., 2010). A pr6-MMP-2 também foi detectada em linhagens derivadas de
NIC 1 e de queratinécitos ndo transformados imortalizados por HPV-16 e -18 (ZHAI et al.,
2005).



Tabela 2 — Expressao imuno-histoquimica da MMP-2 e MMP-9 em tecidos cervicais uterinos.
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MMP  Normal* LSIL HSIL CC Observacao Autor
N N s Expressdo intensa em células basais do Asha et al.
tumor (75%) e do estroma (80%) no CC.  (2003)
Expressdo difusa no estroma, mais Minami et
- - - ++ intensa ao redor do ninho de células al. (2003)
cancerosas.
@ N ot ot Expressdo moderada em HSIL (13%) e Sheu et al.
moderada a forte em CC (48%). (2003)
MMP-2 Expressdo moderada a forte na IEE de Malina et
- - ++ ++ NIC Ill, intensa em SCC-NK e difusa nas al. (2004)
celulas tumorais de SCC-K.
Houve uma relacdo linear entre o Brancaet
+ + ++ ++ aumento do grau e a intensidade da al. (2006)
expresséo.
Co-expressdo de MMP-2 e -14 em CC foi Kaewprag
%) %) %) ++ N x etal.
associada a infeccdo pelo HPV-16.
(2012)
N N s ot Expressdo intensa em células basais do Ashaetal.
tumor (90%) e do estroma (85%) no CC.  (2003)
Expressdo moderada na maioria dos casos Sheu et al.
] + ++ ++
MMP-9 de HSIL (83%) e CC (84%). (2003)
%) - ++ @ Expresséo no infiltrado estromal de NIC Schroer et
m al. (2011)

Legenda: - (auséncia de expressdo em todos 0s casos); + (expressdo fraca ou ausente no grupo); ++ (expressao
moderada & intensa); @ (ndo houve casos); CC (cancer cervical); HSIL (Lesdo Intraepitelial de Alto Grau); IEE
(interface epitélio-estromal); LSIL (Lesdo Intraepitelial de Baixo Grau); MB (membrana basal); NIC Il
(Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau Ill, corresponde a uma HSIL); SCC-K (Carcinoma cervical
queratinizante); SCC-NK (Carcinoma cervical ndo-queratinizante). Nota: *Tecido negativo para NIC.

Fonte: Autora.

Poucos estudos avaliaram a interacdo entre a infeccdo pelo HPV e a expressédo e
atividade de diferentes MMPs e seus reguladores na carcinogénese cervical. As oncoproteinas
E5, E6 e E7 do HPV séo os fatores virais primarios responsaveis pela iniciacdo e progressao
do CC (MOODY:; LAIMINS, 2010).

Cardeal et al. (2012) analisaram o efeito das oncoproteinas do HPV-16 na expressao de
MMP-2, MMP-9, MMP-14 e seus inibidores TIMP-2 e RECK em cultura de gqueratindcitos, e
constataram que E7 estava associado com o aumento da atividade da pr6-MMP-9, enquanto

que as oncoproteinas E6 e E7 participavam da diminui¢cdo dos niveis de RECK e TIMP-2.
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Akgul et al. (2011) observaram que E2 de HPV-18 elevou a expresséo de MMP-9 pela
ativacdo direta do seu promotor.

Portanto, a literatura demonstra que as MMPs podem estar envolvidas na progressao
das lesdes cervicais em mulheres portadoras da infec¢do pelo HPV. Uma apreciagdo de como
essas enzimas estdo ligadas a carcinogénese cervical pode melhorar as estratégias diagnosticas
e terapéuticas, e ainda fornecer informagdes quanto ao risco de progressdo das lesGes pré-

invasivas.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associacao da expressao das MMPs 2 e 9, através de imuno-histoquimica

(IHQ), com os graus de lesdes cervicais.

3.2 Objetivos especificos

e Conhecer os niveis de expressdo por IHQ das MMPs 2 e 9 em diferentes graus de
lesBes cervicais e em tecidos cervicais na auséncia de lesao;
e Investigar associacdo entre a intensidade de expressdo das MMPs 2 e 9 e os

diagnosticos histoldgicos dos casos.
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4 Métodos

4.1 Tipo de estudo

O estudo foi realizado através do método observacional, analitico transversal.

4.2 Grupo de estudo

Foram avaliadas as fichas dos diagndsticos histopatoldgicos de biopsias do colo
uterino obtidas por procedimento cirargico de conizagdo, entre 2011 e 2015, arquivados no
Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas de Recife, Pernambuco, Brasil.
Foram selecionados os casos com diagndstico positivo para NIC e/ou carcinoma escamoso
invasor. Foram excluidos os casos para os quais ndo foi possivel localizar o(s) bloco(s) ou
Iamina(s) referente(s) para confirmagdo do diagnostico.

O total de 114 casos de cones de lesdes cervicais uterinas emblocadas em parafina foi
utilizado. Os casos foram divididos, de acordo com o diagndstico histopatolégico, nos
seguintes grupos: NIC 1 (8), NIC 11 (30), NIC 111 (66) e CC (10).

Foram ainda utilizados 14 casos negativos para NIC, sendo 10 amostras de pacientes
apresentando cervicite, obtidas por biopsia dirigida em exame colposcépico, e 4 casos de

miomas uterinos para controle.

4.3 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/Centro de
Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), através do
CAAE n° 17068913.6.0000.5208 (Anexo A), obedecendo integralmente aos principios éticos
estabelecidos na resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

4.4 Imunohistoquimica para MMP-2 e MMP-9

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando laminas silanizadas contendo cortes de

4um de espessura de porgdes representativas do tumor parafinado. Inicialmente, as amostras
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foram desparafinadas em bateria de xilol, sendo o primeiro incubado por 1 h em estufa a 60
°C e o0 segundo, por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram imersas na
sequéncia de alcool etilico 100%, 100%, 100% e 70%, por 5 min cada. Apos lavagem em
agua corrente por 5 min e em tampdo fosfato-salino (PBS) por 5 min, foi realizada a
recuperagéo antigénica imergindo as laminas em recipiente com solugéo de tamp&o citrato pH
6,0, colocado em panela elétrica sob pressdo durante 2 min. As laminas sofreram resfriamento
a temperatura ambiente e foram imersas em solucdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) 3% e
metanol (1:1) por 30 min, lavadas em &gua corrente por 5 min e PBS 2x5 min. Foi realizado
blogueio com albumina sérica bovina (BSA) diluida em PBS a 1% por 1 h a temperatura
ambiente. Apds lavagem em PBS 2x5 min, foi realizada a incuba¢do com os anticorpos
primarios monoclonais anti-MMP2 (sc-53630; diluicdo 1:400) e anti-MMP9 (sc-21733;
1:200) adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), por 2 h em camara
Umida a 37 °C. Posteriormente, foram realizadas incuba¢fes com anticorpo secundario
(ADVANCE™ HRP Link; Dako®, Glostrup, Denmark) e terciario (ADVANCE™ HRP
Enzyme; Dako®, Glostrup, Denmark) por 20 min cada, em camara Umida a temperatura
ambiente, intercalando com lavagem em PBS 2x5 min. Foram utilizados 20 pL do cromdgeno
de diaminobenzidina diluidos em 1 mL do substrato tampé&o (Dako®, Glostrup, Denmark), em
média por 3 min. Apds lavagem em &gua destilada por 1 min e agua corrente por 5 min, as
laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer por 5 s, lavadas em agua corrente
por 5 min, e imersas na bateria de alcool etilico 70%, 100%, 100% e 100% por 3 min cada,
xilol 2x5 min, seguido da montagem das ldminas com Entelan.

As laminas foram analisadas e digitalizadas pelo sistema de captura de imagem Optica
MICRODIP/Kacil®. Os seguintes escores foram considerados para expressao imuno-
histoquimica: Positivo (reatividade em mais de 10% das células epiteliais) e Negativo (menos
de 10% de células epiteliais com reatividade). Baseado no artigo de Brummer et al. (2002), os
casos foram analisados semiquantitativamente através da intensidade de reacdo em mais de
100 celulas epitelias e mesenquimais no grupo controle e das lesbes cervicais, sendo
classificados em positivos: fraco (+), moderado (++) e forte (+++). Foi considerado também
o tipo celular (epitelial escamoso e glandular), bem como a posi¢do das reacdes (nucleo ou

citoplasma).
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4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software SPSS for Windows versédo
13.0. Foi aplicado o teste Qui-quadrado (x2) de Pearson para associa¢do entre os grupos de
variaveis qualitativas ordinais: intensidades da expressdo imuno-histoquimica e graus

histopatologicos de lesbes cervicais. A significancia estatistica foi definida em p<0,05.
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5 EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DAS METALOPROTEINASES
DE MATRIZ 2 E 9 NAS LESOES PRE-MALIGNAS E MALIGNAS DA
CERVICE UTERINA

INTRODUCAO

O céncer do colo uterino é o quarto tipo de cancer mundialmente mais comum entre as
mulheres e o sétimo na populacdo em geral’. No Brasil, esta neoplasia é a terceira mais
frequente no género feminino, com mais de 15 mil casos novos a cada ano®.

A infeccdo persistente pelo papilomavirus humano dos tipos de alto risco oncogénico
esta associada ao cancer cervical®, porém uma pequena percentagem de mulheres infectadas
por estes virus desenvolve lesdes pré-malignas que podem evoluir a invasdo. Portanto, outros
cofatores sdo necessarios para a persisténcia viral que, apos 2 anos sem intervencdo, leva a
expressdo desregulada e concomitante das oncoproteinas transformantes E6 e E7*°.

A familia de metaloproteinases da matriz (MMPs, do inglés, Matrix
Metalloproteinases) tem sido explorada como importante ferramenta na detec¢do precoce,
prognostico e metastase em diversos canceres humanos. Essas proteases sdo capazes de
degradar os componentes da matriz extracelular (MEC) e membrana basal (MB), além de
possuirem funcdo na modulacdo da adesdo celular, na regulacdo de fatores de crescimento e
seus receptores, de citocinas e quimiocinas, na angiogénese e na transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM), uma caracteristica marcadora de metéstase na progressdo tumoral®.

Numerosos estudos apoiam a possibilidade de que a superexpressdao de MMPs promova
crescimento tumoral e metastase no carcinoma do colo uterino’. Uma apreciacdo de como
essas enzimas estdo ligadas ao desenvolvimento e progressdo do cancer pode melhorar as
estratégias diagndsticas e terapéuticas, bem como fornecer informagGes quanto ao prognostico
das lesdes cervicais.

Neste intuito, o presente estudo teve como objetivo investigar, através de técnica
imuno-histoquimica, a associacdo dos niveis de expressdo das metaloproteinases da matriz 2 e

9 em diferentes graus de lesdes cervicais.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado atraves do método observacional, analitico transversal.

Foram avaliadas as fichas dos diagnosticos histopatoldgicos de biopsias do colo
uterino obtidas por procedimento cirargico de conizacgdo, entre 2011 e 2015, arquivados no
Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas de Recife, Pernambuco, Brasil.
Foram selecionados 0s casos com diagnostico positivo para NIC e/ou carcinoma escamoso
invasor. Foram excluidos os casos para os quais ndo foi possivel localizar o(s) bloco(s) ou
lamina(s) referente(s) para confirmag&o do diagnostico.

O total de 114 casos de cones de lesdes cervicais uterinas emblocadas em parafina foi
utilizado. Os casos foram divididos, de acordo com o diagndstico histopatolégico, nos
seguintes grupos: NIC I (8), NIC 11 (30), NIC 111 (66) e CC (10).

Foram ainda utilizados 14 casos negativos para NIC, sendo 10 amostras de pacientes
apresentando cervicite, obtidas por biopsia dirigida em exame colposcépico, e 4 casos de
miomas uterinos para controle.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/Centro de
Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco, através do protocolo CAAE n°
17068913.6.0000.5208, obedecendo integralmente aos principios éticos estabelecidos na
resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada utilizando laminas silanizadas contendo
cortes de 4um de espessura de porcdes representativas do tumor parafinado. Inicialmente, as
amostras foram desparafinadas em bateria de xilol, sendo o primeiro incubado por 1 h em
estufa a 60 °C e o segundo, por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
imersas na sequéncia de alcool etilico 100%, 100%, 100% e 70%, por 5 min cada. Apds
lavagem em agua corrente por 5 min e em tampéo fosfato-salino (PBS) por 5 min, foi
realizada a recuperacdo antigénica imergindo as laminas em recipiente com solucdo de
tampéo citrato pH 6,0, colocado em panela elétrica sob pressdo durante 2 min. As laminas
sofreram resfriamento a temperatura ambiente e foram imersas em solucdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) 3% e metanol (1:1) por 30 min, lavadas em agua corrente por 5 min e PBS
2x5 min. Foi realizado blogueio com albumina sérica bovina (BSA) diluida em PBS a 1% por

1 h a temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS 2x5 min, foi realizada a incubacdo com os
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anticorpos primarios monoclonais anti-MMP2 (sc-53630; dilui¢cdo 1:400) e anti-MMP9 (sc-
21733; 1:200) adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), por 2 h em
camara Umida a 37 °C. Posteriormente, foram realizadas incubagbes com anticorpo
secundario (ADVANCE™ HRP Link; Dako®, Glostrup, Denmark) e terciario
(ADVANCE™ HRP Enzyme; Dako®, Glostrup, Denmark) por 20 min cada, em camara
Umida a temperatura ambiente, intercalando com lavagem em PBS 2x5 min. Foram utilizados
20 uL do cromdgeno de diaminobenzidina diluidos em 1 mL do substrato tampédo (Dako®,
Glostrup, Denmark), em média por 3 min. Apds lavagem em agua destilada por 1 min e agua
corrente por 5 min, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer por 5 s,
lavadas em &gua corrente por 5 min, e imersas na bateria de alcool etilico 70%, 100%, 100% e
100% por 3 min cada, xilol 2x5 min, seguido da montagem das laminas com Entelan.

As laminas foram analisadas e digitalizadas pelo sistema de captura de imagem éptica
MICRODIP/Kacil®. Os seguintes escores foram considerados para expressao imuno-
histoquimica: Positivo (reatividade em mais de 10% das células epiteliais) e Negativo (menos
de 10% de células epiteliais com reatividade). Baseado no artigo de Brummer et al. (2002), os
casos foram analisados semiquantitativamente atraves da intensidade de reacdo em mais de
100 células epitelias e mesenquimais no grupo controle e das lesdes cervicais, sendo
classificados em positivos: fraco (+), moderado (++) e forte (+++). Foi considerado também
o tipo celular (epitelial escamoso e glandular), bem como a posi¢do das reacdes (nlcleo ou

citoplasma).

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software SPSS for Windows versédo
13.0. Foi aplicado o teste Qui-quadrado (¥2) de Pearson para associacdo entre os grupos de
variaveis qualitativas ordinais: intensidades da expressao imuno-histoquimica e graus

histopatoldgicos de lesdes cervicais. A significancia estatistica foi definida em p<0,05.
RESULTADOS
Do total de 128 amostras teciduais utilizadas para a técnica IHQ, o numero total de

casos para cada grupo em que o tecido epitelial foi preservado, permitindo a avaliacdo, esta

representado nas Tabelas 1 a 4 (em anexo).
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MMP-2

No citoplasma das células epiteliais escamosas, observou-se expressdo de MMP-2 em
35 de 102 casos de lesdes cervicais avaliados. Expressédo de intensidade fraca foi vista no CC
(n=5; 50%), e na maioria dos casos positivos em NIC Il (n=19; 33,3%), Il (n=5; 17,9%) e
cervicite (n=3; 30%). Expressao moderada a forte foi observada em menor escala em NIC IlI
(n=4; 7%) e em um caso de NIC Il (3,5%). NIC | foi negativa para MMP-2 no citoplasma.

No nucleo, MMP-2 foi expressa em metade dos casos de invasdo, com intensidade
fraca (n=2; 20%) e moderada (n=3; 30%). Dentre as lesdes pré-malignas, apenas NIC Il (n=2;
7,2%) e NIC Il (n=6; 10,5%) foram positivas. O percentual de casos com intensidade
moderada aumentou de NIC Il (n=1; 3,6%) para NIC Il (n=4; 7%), sendo ainda maior na
invasdo (n=3; 30%). Todos os casos de mioma (controle; n=3) e 70% (n=7) das cervicites
expressaram MMP-2 no nucleo.

Na presenca de lesbes escamosas intra-epiteliais, o citoplasma de células glandulares
adjacentes mostrou expressdo de MMP-2 em apenas 2 casos de NIC 111 (3,8%), um caso de
NIC 11 (4,5%) e em 2 (50%) controles. CC, NIC | e cervicite foram negativos para todos os
casos.

No nucleo de células glandulares, positividade foi observada em um caso de NIC-I
(16,7%), NIC-1Il (n=10; 19,2%), sendo menor na invasdo (n=1; 10%). J& nos grupos de
controle e cervicite, a expressdo de MMP-2 foi elevada, com 75% (n=3) e 50% (n=4) de casos
positivos, respectivamente.

As Figuras 1 e 2 mostram a expressdao da MMP-2 por IHQ nos casos analisados. Os
resultados da associacdo estatistica sugeriram p-valores significativos para a expressdo de
MMP-2 no nucleo de células escamosas (Tabela 1) e no citoplasma e nucleo de células

glandulares adjacentes (Tabela 2).

MMP-9

No citoplasma das células escamosas, a maioria dos casos de CC foi positiva para a
MMP-9, com intensidades fraca (n=5; 50%) e moderada (n=1; 10%). O percentual de casos
positivos foi menor em NIC 111 (n=16; 26,6%), NIC 11 (n=2; 6,9%) e NIC | (n=1; 14,3%). Nas
cervicites, 2 (20%) casos foram positivos no citoplasma, e apenas um caso controle foi

avaliado, mostrando expressao fraca da MMP-9.
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No nucleo, também foi observada positividade nos grupos de CC (n=6; 60%) e
cervicite (n=3; 30%). Um caso de NIC Il (1,7%) e um de NIC Il (3,4%) mostrou expressao
fraca. NIC I e o caso controle foram negativos.

Para o citoplasma de células glandulares adjacentes, apenas 2 (3,6%) casos de NIC IlI
foram positivos. Todos os demais grupos de lesdes, bem como o de cervicite, mostraram
auséncia de expressdo. No controle, 2 (66,7%) dos 3 casos avaliados foram positivos para
MMP-9 no citoplasma de células glandulares.

No nucleo, auséncia de expressdo foi observada no controle e nas leses pré-malignas.
Em um caso de CC (10%) e um de cervicite (12,5%) observou-se positividade nuclear para
MMP-9.

As Figuras 3 e 4 mostram a expressdao da MMP-9 nos casos analisados. Associacdo
estatistica significativa foi sugerida para a expressdo de MMP-9 no nuacleo das células

escamosas (Tabela 3) e no citoplasma das células glandulares (Tabela 4).
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vicais. A — Expressdo fraca no citopl
células escamosas de CC (aumento de 100X); B — Em maior aumento, expressao fraca também é observada nas células do estroma adjacente no
CC (400X); C — Expressdo moderada no citoplasma de células escamosas e auséncia de expressdo nas células glandulares adjacentes em NIC Il
(100X); D — Expressao moderada no nucleo de células glandulares adjacentes a lesdo de NIC I11 (400X).



37

Figura 2. Expressdo da MMP-2 por imuno-histoquimica em tecidos cervicais. A — Auséncia de expressdo nas células escamosas de NIC |
(aumento de 200X); B — Expressdo fraca no citoplasma de células da camada parabasal em NIC 1l (200X); C — Expressdo forte no nucleo e fraca

no citoplasma de células escamosas em caso controle (100X); D — Expressdo forte no nucleo das células glandulares e estromais em caso
controle (400X).
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Figura 3. Expressdo da MMP-9 por imuno-histoquimica
células escamosas de CC, e fraca em células do estroma (100X); B — Expressdo na invasdao, em maior aumento (aumento de 400X); C —
Expressdo nuclear fraca em células glandulares adjacentes a presenca de CC (400X); D — Auséncia de expressdo nas células escamosas e

glandulares adjacentes em NIC 11 (100X).
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Figura 4. Expresséo da MMP-9 por imuno-hitoqumica em tecidos cervicais. A — Expressdo moderada no citoplasma e fraca no nucleo
glandular em NIC Il (aumento de 400X); B — Auséncia de expressdo nas células escamosas e glandulares adjacentes em NIC | (100X); C —

Expresséo fraca no citoplasma glandular em caso controle (100X).
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DISCUSSAO

Apenas uma pequena percentagem das infec¢bes pelos HPVs de alto risco progride a
lesdes que podem chegar & invasdo®°. Uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos
moleculares que podem tornar as células de lesbes intra-epiteliais cervicais capazes de invadir
0 estroma adjacente e metastatizar teria grande importancia clinica*.

Entende-se que as MMPs ndo participam apenas nas fases tardias da carcinogénese,
mas também estdo envolvidas nos estagios iniciais, desempenhando importante papel na
manutencdo do microambiente tumoral™2.

No presente estudo, foi observada uma tendéncia de diminuicdo da expressao IHQ de
MMP-2 no citoplasma e ndcleo das células escamosas na auséncia de lesdo intra-epitelial
(casos controle e cervicite) a NIC I, que foi negativa para todos os casos. Adicionalmente,
houve um aumento de expressdo com intensidade “fraca” no citoplasma e de “fraca” a
“moderada” no nucleo a partir da NIC Il até a invasdo. No nucleo, este aumento foi mais
expressivo entre NIC Il e CC.

Os resultados deste trabalho corroboram a literatura que relatou maior expressao

imuno-histoquimica de MMP-2 nas células neoplasicas de cancer>"’

13,15-17

, € positividade também
nas lesdes pré-invasivas de alto grau , com menor intensidade nas lesdes de baixo grau.
Branca et al.'” descreveu ainda um aumento linear de expressdo da MMP-2 com a progress&o
do grau de NIC. Resultado semelhante foi visto apenas na expressdo nuclear neste trabalho,
de NIC Il ao CC.

Minami et al.*

, por sua vez, relatou auséncia de MMP-2 em todas lesdes cervicais
precursoras, o que foi observado apenas em NIC | no presente estudo.

Em tecido glandular, MMP-2 foi negativa para quase todos 0s casos na presenca de
lesdo. O maior percentual de positividade glandular foi no citoplasma de casos controle, com
intensidade fraca. Apesar disso, um numero reduzido de controles foram avaliados. Apenas
um caso de NIC | e quatro de NIC 3 apresentaram expressdao “forte” e “moderada”,
respectivamente, no nacleo glandular.

No presente estudo, a expressdo de MMP-9 também tendeu a ser crescente no
citoplasma escamoso, da NIC | ao cancer, com intensidade fraca. A positividade nuclear foi
mais expressiva apenas na invasao e em cervicite.

Células glandulares foram quase sempre negativas para MMP-9. Apesar de uma
associacdo estatistica sugerida, o numero total de controles positivos foi bastante limitado

para respaldar este achado (n=2; 66,7%).
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Na literatura, MMP-9 foi observada tanto em células escamosas como do estroma nas

131518 & no CC***°, Este trabalho concordou com esses dados, observando-

lesBes de alto grau
se maior expressao de MMP-9 no citoplasma das células escamosas de NIC 3 (26,6%) e no
citoplasma e nucleo escamoso na invasao (60% em ambos). Alguns casos de CC mostraram
expressdo fraca em células estromais (Figura 1B).

Este trabalho apresentou limitagcGes quanto & padronizacdo da quantidade de casos,
com reduzido numero de casos controle e NIC 1. Porém, tendéncias importantes de aumento
da expressdo das MMPs entre as lesdes de alto grau e a invasdo foram observadas. Estudos de
coorte necessitam ser realizados para avaliar o valor prognostico das MMPs 2 e 9 nas lesGes

cervicais pré-malignas.
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Tabela 1. Expressdo imuno-histoquimica da MMP-2 no citoplasma e nucleo das células

epiteliais escamosas da cérvice uterina.

Citoplasma Ncleo

Células
epiteliais - + ++ +++ n p-valor* - + ++ +++ N p-valor*
escamosas
cC 5 5 0 0 10 5 2 3 0 10

(50,0%) (50,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (50,0%) (20,0%) (30,0%) (0,0%) (100%)
NIC 11l 33 19 4 1 57 51 2 4 0 57

(57,9%) (33.3%) (7,0%) (1,8%) (100%) (89,5%) (3,5%) (7,0%) (0,0%) (100%)
NIC I 22 5 1 0 28 26 1 1 0 28

(78,6%) (17,9%) (3,5%) (0,0%) (100%) (92,8%) (3,6%) (3,6%) (0,0%) (100%)
NIC I 7 0 0 0 7 0,744 7 0 0 0 7 0,000%*

(100,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (100,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Cervicite 6 3 1 0 10 3 3 3 1 10

(60,0%) (30,0%) (10,0%) (0,0%) (100%) (30,0%) (30,0%) (30,0%) (10,0%) (100%)
Controle 2 1 0 0 3 0 0 2 1 3

(66,7%) (33,3%) (0,0%) (0,0%) (100%) (0,0%) (0,0%) (66,7%) (33,3%) (100%)

Total 115 Total 115

Legenda: CC (cancer cervical); NIC I/1I/111 (Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I/11/111); - (auséncia de expressao); + (expressao
de intensidade fraca); ++ (expressdo de intensidade moderada); +++ (expressdo de intensidade forte). *Teste Qui-Quadrado;

**associagdo estatistica significativa.

Tabela 2. Expressdo imuno-histoquimica da MMP-2 no citoplasma e nucleo das células

epiteliais glandulares da cérvice uterina.

Citoplasma Nucleo

Células
epiteliais - + ++ +++ n p-valor* - + ++ +++ N p-valor*
glandulares
CcC 10 0 0 0 10 9 1 0 0 10

(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (90,0%) (10,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
NIC 11l 50 2 0 0 52 42 6 4 0 52

(96,2%) (3.8%) (0,0%) (0,0%) (100%) (80,8%) (11,5%) (7,7%) (0,0%) (100%)
NIC 11 21 1 0 0 22 22 0 0 0 22

(95,5%) (45%) (0,0%) (0,0%) (100%) (100%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
NIC | 6 0 0 0 6  0002** 5 0 0 1 6  0000™

(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (83,3%) (0,0%) (0,0%) (16,7%) (100%)
Cervicite 8 0 0 0 8 4 4 0 0 8

(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (50,0%) (50,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Controle 2 2 0 0 4 1 1 2 0 4

(50,0%) (50,0%) (0,0%) (0,0%) (100%) (25,0%) (25,0%) (50,0%) (0,0%) (100%)

Total 102 Total 102

Legenda: CC (cancer cervical); NIC I/11/111 (Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I/11/111); - (auséncia de expressdo); + (expressdo
de intensidade fraca); ++ (expressdo de intensidade moderada); +++ (expressdo de intensidade forte). *Teste Qui-Quadrado;
**associacdo estatistica significativa.



Tabela 3. Expressdo imuno-histoquimica da MMP-9

epiteliais escamosas da cérvice uterina.
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no citoplasma e ndcleo das células

Células
epiteliais
escamosas
cC

NIC 11
NIC I
NIC |

Cervicite

Controle

Citoplasma

- + ++ +++ n
4 5 1 0 10
(40,0%) (50,0%) (10,0%) (0,0%) (100%)
44 14 2 0 60
(733%) (233%) (3,3%) 0,0%  (100%)
27 2 0 0 29
(93,1%) (6,9%) (0,0%) (0,0%) (100%)
6 1 0 0 7
(85,7%) (14,3%) (0,0%) (0,0%) (100%)
8 2 0 0 10
(80,0%) (20,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
0 1 0 0 1
(0,0%) (100%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Total 117

p-valor*

0,072

Nucleo
- + ++ +++ n p-valor*
4 3 3 0 10
(40,0%) (30,0%) (30,0%) (0,0%) (100%)
59 1 0 0 60
(98,3%) (1,7%) (0,0%) (0,0%) (100%)
28 1 0 0 29
(96,6%) (3,4%) (0,0%) (0,0%) (100%) 0,000%*
7 0 0 0 7
(100%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
7 2 1 0 10
(70,0%) (20,0%) (10,0%) (0,0%) (100%)
1 0 0 0 1
(100%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Total 117

Legenda: CC (cancer cervical); NIC I/11/111 (Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I/11/111); - (auséncia de expressao); + (expressdo
de intensidade fraca); ++ (expressdo de intensidade moderada); +++ (expressdo de intensidade forte). *Teste Qui-Quadrado;
**associacdo estatistica significativa.

Tabela 4. Expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 no citoplasma e nucleo das células

epiteliais glandulares da cérvice uterina.

Células
epiteliais
glandulares
ccC

NIC I

NIC 11

NIC |

Cervicite

Controle

Citoplasma
- + ++ +++ n
10 0 0 0 10
(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
53 1 1 0 55
(96,4%) (1,8%) (1,8%) (0,0%) (100%)
22 0 0 0 22
(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
6 0 0 0 6
(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
8 0 0 0 8
(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)
1 2 0 0 3
(33,3%) (66,7%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Total 104

p-valor*

0,000**

Nucleo

- + ++ +++ N p-valor*

9 1 0 0 10
(90,0%) (10,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)

54 0 1 0 55
(98,2%) (0,0%) (1,8%) (0,0%) (100%)

22 0 0 0 22
(100%)  (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)

6 0 0 0 6 0371
(100%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)

7 1 0 0 8
(87,5%) (12,5%) (0,0%) (0,0%) (100%)

3 0 0 0 3
(100%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (100%)

Total 104

Legenda: CC (cancer cervical); NIC I/1I/111 (Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I/11/111); - (auséncia de expresséo); + (expressao
de intensidade fraca); ++ (expressdo de intensidade moderada); +++ (expressdo de intensidade forte). *Teste Qui-Quadrado;
**associagdo estatistica significativa.
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6 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram uma tendéncia de aumento na
expressdo das MMPs 2 e 9 nos casos de invasao em relacdo a condi¢es pré-malignas,
tanto no citoplasma quanto no nucleo de células epiteliais escamosas. Também foi
identificada uma diminuicdo da expressdo das MMPs 2 e 9 no citoplasma das células
glandulares adjacentes na presenca do carcinoma escamoso invasor, quando
comparadas ao controle;

Foi observada uma associacao estatistica significativa para a intensidade da expressdo
nuclear de ambas as MMPs nas células epiteliais escamosas;

Este trabalho apresentou limitacGes quanto a padronizacdo da quantidade de casos
com reduzido nimero de casos controle e NIC I. Estudos de coorte podem ser

realizados para avaliar o valor prognostico das MMPs 2 e 9 nos estagios pré-invasivos.
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Ministéno da Salde. Entretanto, esperamos gue este estudo traga informagbes mportantes sobre as lestes
do colo utering, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa contribuir

no diagnastico e tratamento precoce das lesdes cenvicais

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

0 estudo sera realizado atraves do método observacional, analitico transversal que visa contribuir com o
conhecimento dos eventos moleculares do HFY & hospedsiro, verificando os gendtipos presentes & 3
expressao das cncoproteinas virais nos diversos graus de lesdes cenvicais, a0 mesmo tempo em que, pela
identificagie dos tipos virais envolvidos nestas lesdes, podera contribuir, em futuro préximo, para a
adequagdo de programas de rasireio e vacinagao.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

0 projeto fara uso de amostras ja coletadas para o projeto ; Expressao das oncoproteinas virais EB, ET e de
p1d em portadoras de neoplasias intraepitelais e invasora do cobo do Gtern; coordenado pela pesguisadora
Marilza de Lima Guimardes & aprovado pelo CEP/CCS/UFPE sob o CAAE: 00307612.2.0000.5208
dispensando assim o use de TCLEs. Portanto, termos apresentados satisfatorios.
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Recomendagoes:

M3z se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovado

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONER:

Mao

Consideragoes Finais a critéric do CEP:

0 Colegiado aprova o parecer do protocole em quesido e o pesguisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi awaliado & sua APHG‘#AQJ&D definitiva sera dada. apos a entrega do relatorio final, na
PLATAFORMA BRASIL, atrawvés de jMotificagdo ; e, apos apreciagdo, sera emitido Parecer
Consubstanciado .

RECIFE. 02 de Outubro de 2013

Assinador por:

GERALDD BOSCO LINDOSO COUTO
{Coordenador)
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