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RESUMO

O céancer cervical € a quarta neoplasia mais diagnosticada em mulheres no mundo e tem como
principal agente etiolégico a infecgdo pelo Papillomavirus Humano (HPV), que induz a
proliferacdo descontrolada das células, levando ao acimulo de mutacdes ao longo do tempo
podendo levar ao cancer. A expressdo anormal de proteinas nucleares, como Ki-67 e TOPIIq,
indica desregulacdo do ciclo celular e pode, em conjunto com outros testes, melhorar a
acuracia dos programas de rastreamento. Este estudo objetivou avaliar a detec¢do dos
marcadores Ki-67 e TOPIla, através da técnica de imunocitoquimica, em pacientes com
anormalidades cervicais, observando a possibilidade de detectar lesGes clinicamente
relevantes, melhorando a sensibilidade da citologia. Participaram do estudo 76 mulheres
encaminhadas a um Centro de referéncia por apresentarem alteracbes em exames anteriores
ou mesmo condilomas, que representam a infecgéo clinica pelo HPV. Observou-se um maior
indice de positividade (IP) de Ki-67 e TOPlla nas pacientes diagnosticadas com
anormalidades cervicais detectadas pela citologia (41,6% e 62,5%, respectivamente). O
desempenho do Ki-67 foi melhor em pacientes com LSIL (IP igual a 50%), e TOPIla teve um
melhor desempenho em pacientes com HSIL (66,6%). O teste de associacdo entre a
imunocitoquimica e a citologia em base liquida revelou-se estatisticamente significante (p<
0,05) com valor de p=0,0026 para Ki-67 e p=0,0004 para TOPIlla. Os marcadores analisados,
Ki-67 e TOPIlla, se mostraram eficientes na deteccdo de lesbes cervicais clinicamente
relevantes, dada a forte associacdo entre a expressdo desses marcadores em pacientes

diagnosticadas com anormalidades cervicais pela citologia.

Palavras-chave: Topoisomerase. Cervicite Uterina. Imunocitoquimica. HPV.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most diagnosed neoplasia in women in the world and its main
etiological agent is infection by the Human Papillomavirus (HPV), which induces the
uncontrolled proliferation of cells, leading to the accumulation of mutations over time and to
cancer in some cases. The abnormal expression of nuclear proteins, such as Ki-67 and
TOPIla, indicating dysregulation of the cell cycle and can, in conjunction with other tests,
improve the accuracy of screening programs. This study aimed to evaluate the detection of
Ki-67 and TOPIla, through the technique of immunocytochemistry in patients with cervical
abnormalities, noting whether they are useful to detect clinically relevant lesions, improving
the sensitivity of cytology. 76 women participated in the study referred to a reference centre
for presenting changes in previous tests or even Condyloma, representing clinical infection by
HPV. It was observed a higher rate of positivity (IP) of Ki-67 and TOPIIa in patients
diagnosed with cervical abnormalities detected by cytology (41.6% and 62.5%, respectively).
Seventh six women participated in the study referred to a reference centre for presenting
changes in previous tests or even condylomas, representing clinical infection by HPV. It was
observed a higher rate of positivity (RP) of Ki-67 and TOPIIa in patients diagnosed with
cervical abnormalities detected by cytology (41.6% and 62.5%, respectively). The
performance of the Ki-67 was better in patients with LSIL (equal to 50%) and TOPIIa had a
better performance in patients with HSIL (66.6%). The test of association between the
immunocytochemistry and liquid-based cytology proved to be statistically significant (p <
0.05) with value of p = 0.0026 for Ki-67 and p = 0.0004 to TOPIIo. The markers analysed,
Ki-67 and TOPIIa, have proven effective in the detection of cervical lesions clinically
relevant, given the strong association between the expression of these markers in patients

diagnosed with cervical abnormalities for cytology.

Key words: Topoisomerase. Cervicitis. Imunocytochemistry. HPV.
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1. INTRODUCAO

As estatisticas sobre o cancer de colo uterino ainda trazem dados alarmantes sobre a
incidéncia desta doenca na populacdo brasileira. Embora a citologia tenha sido instituida no
Brasil ha varias décadas como método de rastreamento para controle do cancer cervical (CC),
dados do INCA, publicados em 2016, estimam uma incidéncia de 16.340 casos no Brasil, o
que torna este tipo de cancer o terceiro mais frequente na populacdo feminina. Uma alta
incidéncia também foi estimada para o estado de Pernambuco (INCA, 2015).

Descobrir o agente etiolégico desta neoplasia foi um passo importante no conhecimento
desta doenca. Em 1983, o médico e virologista alemdo Dr. Harald Zur Hausen, juntamente
com colaboradores, conseguiu isolar o Papillomavirus Humano (HPV) 16, um dos tipos mais
envolvidos na carcinogénse cervical (Erickson, et al., 2013). A infec¢do por HPV é uma
doenca sexualmente transmissivel bastante difundida na populacdo. A grande maioria das
infeccdes ndo leva a cancer, mas alguns tipos de HPV, considerados de alto risco oncogénico,
tém um maior potencial de integracdo ao genoma do individuo infectado. Essa integracao,
assim como a expressdo de onconproteinas virais, promove alteracdes em diversas proteinas
relacionadas com ciclo celular, podendo levar ao bloqueio da apoptose e proliferacdo celular

descontrolada (Brown, et al., 2012).

O controle da doenca é feito principalmente através do rastreio citologico da populagéo-
alvo, com o intuito de detectar mulheres com lesbes pré-malignas. A avaliacdo da lesdo ¢
seguida pela realizacdo de outros testes, como a colposcopia e 0 exame histopatoldgico, e, se
necessario, o tratamento é disponibilizado. Como ha um intervalo de anos para que a displasia
encontrada progrida para um processo invasivo, o0 diagnostico precoce e o tratamento

adequado previnem o desenvolvimento do cancer (Wright, et al., 2012).

A experiéncia de muitos paises desenvolvidos, com programas de rastreamento
organizados, com alta cobertura da populacdo-alvo e que periodicamente realizam o rastreio
citologico em intervalos frequentes, tem demonstrado ser bastante eficiente na reducdo da
incidéncia do céancer cervical. Porém, manter toda a complexidade e infraestrutura de um
programa de rastreamento bem estabelecido néo é algo facil e tem sido um grande desafio para
0S paises com menos recursos. Esses desafios tém estimulado a busca por alternativas que

aperfeicoem o diagndstico citoldgico (Astbury, et al., 2006).



14

Os marcadores moleculares tém-se mostrado uma alternativa interessante. O Ki-67 e a
Topoisomerase Ilo (TOP Ila) sdo exemplos de proteinas que se expressam anormalmente
durante a infecgéo por HPV. O Ki-67 é considerado um marcador de proliferacdo celular. Ele é
expresso em pacientes ndo infectadas pelo virus, no compartimento proliferativo do epitélio
escamoso (camada basal e parabasal), porém, em infecgdes persistentes por HPV, a expressdo
desse marcador aumenta consideravelmente e se estende acima do terco basal do epitélio
(Sahebali, et al., 2003). A TOP Ilo é uma enzima indispensavel a proliferacdo celular, também
se encontra expressa anormalmente quando a fase S do ciclo esta descontrolada (Pinto, et al.,
2010).

A expressdo aumentada dessas proteinas pode ser detectada atraves de técnicas
laboratoriais, como a imunocitoquimica. As principais vantagens dos marcadores € a
possibilidade de predizer o risco de progressdo de uma anormalidade citoldgica, o aumento na
concordancia interobservador e o auxilio em casos de duvidas diagnosticas (Ozaki, et al.,
2011).

Dada a importancia da citologia na rotina e o auxilio dos marcadores moleculares na
eficiéncia diagnostica, este estudo se propds a avaliar a detec¢do dos marcadores Ki-67 e
TOPIla em pacientes com anormalidades cervicais de diferentes graus ou que apresentam
infeccdo clinica por HPV. Essas anormalidades foram monitoradas através do rastreio
citologico, com o intuito de determinar a efetividade dos marcadores nas lesdes pré-malignas
do colo uterino. A intencdo é responder se estes marcadores sdo Uteis para evidenciar pacientes

com lesdes clinicamente relevantes, melhorando a sensibilidade do exame citolégico.
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2. DESENVOLVIMENTO
2.1 CANCER CERVICAL E O PAPILLOMAVIRUS HUMANO (HPV)
2.1.1 Epidemiologia do Céancer Cervical

O céancer cervical é o quarto tipo de neoplasia mais comumente diagnosticada e a quarta
causa de morte por cancer em mulheres em nivel mundial. Em 2012, foram estimados 527.600
novos casos da doencga, e a taxa de mortalidade estimada foi de 265.700 casos, representando
7,5% das mortes por cancer em mulheres (Figura 1) (Torre, et al., 2015).

Estimativa de Casos Estimativa de Mortes
Female Female
_ Breast Breast
( “'--"é’v"““ 521,900
Colon & recturr : 4 :
o Lung, bronchus, & trachea
l 614,300 491,200
Lung, bronchus, & trachea Colon & rectur
583,100 ; Py
» Cervix uteri ~ (‘3:3;10%?\”
527,600 L b
Stomach z;bmgcéﬁ
320,300 e
Corpus uteri 254,100
319,600 Liver
Ovary 224,500
238,700 Pancreas
Thyroid 156,600
225,900 Ovary
Liver 151,900
228,100 Esophagus
Non-Hodgkin lymphoma 119,000
168,100 Leukemia
All sites* 114,200
6,663,000 All sites*
3,548,200

Figura 1: Estatisticas Globais do Cancer
Fonte: Torre, et al., 2015.
Acesso: maio/2015

Segundo Torre, et al., 2015, nos paises em desenvolvimento, as taxas de incidéncia e
mortalidade ajustadas para a idade foram de 15,7 e 8,3 por 100 mil mulheres, respectivamente; nos
paises desenvolvidos, essas taxas foram de 9,9 e 3,3 por 100 mil. A baixa incidéncia nos paises
desenvolvidos é alcancada através de investimentos substanciais em salude para programas de

rastreamento e avaliacdo diagnostica. (Figura 2).
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Figura 2: Taxas de incidéncia e mortalidade do cancer cervical por area no mundo

Fonte: Torre, et al., 2015
Acesso: maio/2015
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No Brasil, o cancer cervical é o terceiro mais incidente e continua sendo uma causa

relevante de mortalidade entre as mulheres. Dados do INCA estimam que ocorreram 16.340 casos

em 2016 (Figura. 3).

Localizacao Primaria

Casos Novos

%

Mama feminina
Colon e Reto

‘ Colo do utero
Traqueia, Bronquio e Pulmao
Estéomago
Corpo do utero
Ovario
Glandula Tireoide
Linfoma n3ao Hodgkin
Sistema Nervoso Central
Leucemias
Cavidade Oral
Eséfago
Pele Melanoma
Bexiga
Linfoma de Hodgkin
Laringe

Todas as Neoplasias sem pele®

Todas as Neoplasias

57.960
17.620
16.340
10.890
7.600
6.950
6.150
5870
5030
4.830
4530
4350
2.860
2670
2470
1.010
990

205.960
300.870

28,1%
8.6%
7.9%
5,3%
3,7%
3.4%
3.0%
2,9%
2,4%
2,3%
2.2%
2,1%
1.4%
1.3%
1.2%
0.5%
0.5%

Figura 3: Estimativa de novos casos de cancer em mulheres brasileiras para o ano de 2016

Fonte: INCA
Acesso: Outubro/2016
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Em Pernambuco, estima-se uma incidéncia de 20,23 casos a cada 100 mil mulheres, o
segundo tipo de neoplasia mais incidente neste género (INCA, 2015).

Em relacdo a idade das pacientes, embora 0 cancer ceérvico-uterino seja mais comum em
mulheres acima dos 50 anos, nos paises em desenvolvimento essa doenca tem-se tornado cada vez

mais incidente entre as mulheres durante seus anos reprodutivos (Echelman, et al., 2012).
2.1.2 Papillomavirus Humano (HPV)

Os Papillomavirus Humano (HPVs) sdo pequenos virus de DNA circular de cadeia dupla,
capsideo icosaédrico, pertencentes a familia Papillomaviridae. Seu genoma contém trés regides:
uma regulatdria, que exerce um controle sobre a transcricdo e replicacdo do virus; uma
denominada “Early”, que codifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7 para as fungdes virais
iniciais; e uma regido conhecida como “Late”, que codifica as proteinas do capsideo (L1 e L2)
(Horvah C et al., 2011; Sahasrabuddhe VYV, et al., 2011).

Atualmente, existem mais de 100 tipos diferentes de HPV. Cerca de 45 possuem um
tropismo pelo epitélio do trato anogenital masculino e feminino. Esse grupo pode ser dividido com
base no seu potencial oncogénico. Os HPVs de baixo risco oncogénico (BR-HPV), representados
pelos tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, 70, estdo associados, principalmente, ao
desenvolvimento de condilomas e lesGes intraepiteliais escamosas de baixo grau; e os HPVs de
alto risco oncogénico (AR-HPV), cujos principais tipos sdo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68 e 82, estdo mais relacionados ao desenvolvimento de lesbes precursoras e canceres
anogenitais (Stanley, 2010; Fedrizzi, 2011).

Na grande maioria dos casos, a transmissao do virus ocorre através da relacdo sexual. A
transmissdo do HPV das mdes para seus filhos também é possivel no momento do parto,
principalmente quando existem verrugas genitais. A transmissdo iatrogénica, apesar de rara, €

citada na literatura (Koss, et al., 1999).

Durante o contato sexual, 0 genoma do virus é comumente depositado sobre a camada
basal do epitélio cervical, que se torna exposto através de microlesdes na superficie do epitélio.
Ele depende da via de diferenciacdo dessas células para completar seu ciclo de vida (Enchelman,
et al., 2012). Uma vez que o virus consegue infectar um conjunto de células basais primitivas, ha
um ciclo de replicacdo do DNA viral, através da expressao dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que
amplificam um pequeno ndmero de copias do virus (cerca de 50-100 copias por célula). A célula

infectada entra no compartimento proliferativo do epitélio e, nesta fase, a expressdo do genoma
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viral € minima. Quando a célula infectada entra no compartimento de diferenciacdo, saindo do
ciclo celular, hd uma expressdo aumentada de todos 0s genes virais. O nimero de cépias virais é
amplificado, apresentando, no minimo, 1000 coOpias por célula. Finalmente, as proteinas do
capsideo L1 e L2 sdo expressas nas camadas mais superficiais do epitélio, onde a montagem viral
ocorre, e novas particulas infecciosas sao liberadas (Figura 4) (Stanley, 2010; Freitas, et al., 2012;
Crosbie, et al., 2013).

Semana 6-12

Células cheias de virus prontas

Particulas virais prontas 2> =8 para descamacdo e infeccio de

- ® células sadias (L1/L2)
Células Diferenciadas I Amplificacdo das copias virais, até
Expressdo viral de genesEe L 1000 por células E6, E7, E1, E2, ES

Células em Divisao

Apenas genes E se expressam
Baixos niveis de proteinas camada néo proliferativa

virais sendo produzidos

Amplificagdo do DNA viral na

O»‘ Qu - L,)) ‘\,)-J Virus e célula replicando

'S - N & juntosEleE2
24Q4 SO’

Virus infecta uma célula basal primitiva
E1,E2,E7,E5,E6 e E7 Semana 0

Figura 4: Ciclo de vida do HPV
Fonte: Stanley, 2012.
Acesso: Maio/2015

2.1.3 Epidemiologia da Infeccéo por HPV

A infeccdo por HPV genital é uma das doencas sexualmente transmissiveis mais comuns.
Em nivel mundial, o namero de mulheres portando 0 DNA-HPV é estimado em 291 milhGes, e
cerca de 105 milhGes irdo ter uma infeccdo por HPV dos tipos 16 ou 18, 0s tipos oncogénicos

mais comuns nos carcinomas cervicais (Burchell, et al., 2006).

Um estudo de meta-analise, que incluiu dados de mais de um milhdo de mulheres em 59
paises, com achados citoldégicos normais e testadas para deteccdo do DNA-HPV por meio de
técnicas como PCR e captura hibrida, revelou que 11,7% dessas mulheres foram positivas para o
DNA-HPV em algum momento de suas vidas. Altas incidéncias deste virus foram observadas em

regides da Africa e América Latina em comparagio com as regides da Europa, Asia e América do
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Norte. De acordo com a regido analisada, a incidénica variou de 1,6% a 41,9% (Bruni, et al.,
2010).

O padrao de infeccdo em relagdo a idade demonstra pico em mulheres mais jovens (em
media 20 a 25 anos), reducdo da incidéncia entre mulheres com 30 e 40 anos de idade e, em
algumas regides, ha um leve aumento em grupos de mulheres na p6s-menopausa(Stanley, 2010).
Esse segundo pico, em idades mais avancadas, pode estar relacionado a mudangas nos
comportamentos sexuais, resultando em novas infec¢fes, ou mesmo por reativacdo de infecgdes
latentes devido a reduzida resposta imune associada a imunossenescéncia pés-menopausal
(Erickson, et al., 2013).

Apesar de esse virus estar amplamente difundido na populacdo, é importante enfatizar que
cerca de 90% das mulheres infectadas pelo HPV, principalmente aquelas mais jovens, que € o
grupo mais acometido, consegue resolver a infeccdo espontaneamente; a infecgdo persiste apenas
em uma pequena fracdo de mulheres. Esse grupo menor tem maior probabilidade de desenvolver
lesGes intraepiteliais de alto grau e, se as lesdes ndo forem devidamente tratadas, podem evoluir

para o carcinoma cervical invasivo (Castellsagué, 2008).
2.1.4 O papel do HPV no desenvolvimento do cancer cervical

O papel dos HPVs de alto risco oncogénico (AR-HPV) em canceres do colo uterino tem
sido fortemente relacionado. Estudos epidemioldgicos e clinicos que tém incorporado técnicas de
biologia molecular de alta sensibilidade detectam o conteddo genético do virus em praticamente

100% de todos os carcinomas cervicais (Sahasrabuddhe, Luhn, Wentensen, 2011)

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é necessaria, mas ndo suficiente para
causar o cancer. Estudos epidemioldgicos mostram que outros fatores estdo envolvidos e podem
facilitar o processo de transformacdo maligna. A alta paridade, o uso prolongado de
contraceptivos, o tabagismo, a coinfeccdo por outros agentes sexualmente transmitidos, fatores
imunoldgicos e hormonais sdo 0s principais cofatores que influenciam na progressdo para o cancer

cervical (Castellsagué, et. al., 2002).

As oncoproteinas virais E6 e E7 tém um papel de destaque na iniciacdo e progressdo do
cancer cervical. O genoma do HPV é pequeno (aproximadamente oito pares de base) e nado
codifica polimerases ou enzimas necessarias para sua replicacdo. Para garantir a sobrevivéncia, o
HPV depende da maquinaria de replicacdo da célula infectada, ou seja, depende que a célula

infectada esteja se multiplicando para mediar a sintese do DNA viral (Moody, et. al., 2010).
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A proliferacdo celular em individuos sadios é um fendmeno altamente regulado: existem
pontos estratégicos (de checagem ou de restricdo) que podem permitir ou interromper a
continuidade do ciclo celular, tudo isso para evitar que células com danos em seu DNA se
multipliguem. Em mamiferos, o principal momento da regulacdo estd na fase Gi, no primeiro
ponto de restricdo (G1/S), o qual, uma vez ultrapassado, permite a célula prosseguir nas fases S e
G». A proteina do retinoblastoma (pRb) tem um papel-chave nessa etapa: ela se associa ao fator de
transcricdo E2F, impedindo que ele fique livre e ative os genes necessarios para a fase S do ciclo.
O complexo pRb/E2F, portanto, inibe a replicagdo do DNA. A fosforilagdo da pRb, libera a
atividade de transcri¢do do E2F, ativando os genes necessarios para a fase S (Figura 5) (Brasileiro
Filho, 2006).

(2F)
|
J

@%a ‘ Parada do Ciclo Celular ‘

E2F livre: Estimula o
ciclo celular
pRb fosforilada

Inibicdo da ligacdo

Figura 5. Acdo da proteina Rb sobre o ciclo celular

A oncoproteina E7 do HPV se liga a pRb e promove a sua degradacao; consequentemente,
ha um aumento e ativacdo do fator de transcricdo E2F, que estimula a expressdao dos genes

envolvidos na fase S (Figura 6) (Brasileiro Filho, 2006).

Agao do HPV: | > @;ﬁ - Ciclo celular sem
-/ > parada pela agdo de

E2F

‘ EDF Livre ‘

Figura 6. Acdo do HPV sobre o ciclo celular

Esse crescimento celular descontrolado pode ser inibido pela via dependente da p53

(Moody, et al., 2010). A p53 é um fator de transcricdo e age como um policial molecular que evita



21

a propagacdo de células geneticamente danificadas; ela consegue perceber o dano, interromper
temporariamente o ciclo celular e, se 0 dano ndo for corrigido, induz a célula a entrar em apoptose
(Kumar, et al., 2010). Para contornar esse recurso, oncoproteina E6 do HPV degrada a p53,

privando as células infectadas desse importante mecanismo de controle.

A acdo combinada das oncoproteinas virais E6 e E7 sobre as proteinas reguladoras do ciclo
celular permite a proliferacdo descontrolada das células. Em células infectadas persistentemente
com o AR-HPV, isso leva ao acimulo de mutagdes ao longo do tempo e a consequente progressao
para o cancer (Moody, et al., 2010; Stanley, 2012).

2.2 EXAME CITOPATOLOGICO

O controle da doenca é feito atraves dos programas de rastreamento, cujo objetivo é a
deteccdo de lesGes pré-cancerosas e, se necessario, a remocao delas antes que possam progredir. O
exame citologico, ferramenta fundamental desses programas, foi desenvolvido pelo Dr. George
Papanicolaou e consiste na analise de células obtidas a partir da ectocérvice e endocérvice uterina.
A amostra € inicialmente fixada em lamina de vidro, depois corada, e as anormalidades sé&o
detectadas através da microscopia (Wentzensen, et al., 2008). O Sistema de Bethesda propds as
seguintes terminacOes para a identificacdo de alteracfes nas células epiteliais escamosas: Atipia de
significado indeterminado (ASC-US) abrange as alteracfes citologicas sugestivas tanto de leséo
de baixo grau como de lesdo de grau indeterminado que sdo qualitativa ou quantitativamente
insuficientes para uma interpretacéo definitiva; Atipia em células escamosas ndo excluindo lesao
de alto grau (ASC-H) refere-se as alteracdes citologicas sugestivas de Lesdo de Alto Grau; Lesdo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) abrange as alteracdes celulares relacionadas ao
efeito citopatico do HPV e displasia leve; Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) que
abrange displasia moderada, acentuada e carcinoma in situ e Carcinoma escamoso (Solomon, et
al., 2004).

Garantir a realizacdo periddica do exame citopatoldgico € a estratégia mais adotada nestes
programas; porém, para que haja uma efetiva reducdo na incidéncia e mortalidade, é necessaria

uma alta cobertura da populacéo definida como alvo (INCA, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com uma cobertura da populacéo alvo
de, no minimo, 80% e com garantia de diagnostico e tratamento adequados, € possivel reduzir, em
média, em 60% a 90% a incidéncia do cancer cervical. A experiéncia de alguns paises

desenvolvidos mostra que a incidéncia foi reduzida em torno de 80%, através de programas de



22

rastreamento altamente organizados, com qualidade, cobertura e seguimento das mulheres (INCA,
2012).

Infelizmente, no Brasil, a falta de controle sobre as mulheres que realizam o exame, como
também a periodicidade com que o fazem, prejudicam a efetividade dos programas. Essa conduta
resulta em uma baixa cobertura e tem-se mostrado pouco eficiente em reduzir a incidéncia da
doenca (Vale, et al., 2010).

Muitos paises tém adotado a citologia em base liquida em seus programas. O principio
desta técnica é o mesmo do teste desenvolvido por Papanicolaou, o que muda é a metodologia de
realizacdo do exame. Na base liquida, apds a remocdo de células da cérvice uterina, a amostra é
imersa em um fluido preservativo, processada em laboratdrio, e uma monocamada de células

cervicais é espalhada sobre a lamina (Figura 7) (Celik, et.al., 2008).

Essa metodologia permite o preparo de laminas com maior representatividade celular.
Enguanto a citologia convencional permite o aproveitamento de 20% do material coletado, sendo
80% do material coletado descartado com os instrumentos de coleta, a metodologia em meio
liquido aproveita 100% do material celular coletado, permitindo, ainda, a conservacdo celular,
preservando sua morfologia, evitando o acimulo de restos celulares, fundo hemorragico, muco,

infiltrado inflamatdrio e sobreposicao das células na lamina (Consolaro e Maria-Engler, 2012).

Materiais para coleta Amostra cervical 100% da amostra coletada
€ mergulhada no meio
liquido

Processamento Laboratorial Lamina pronta

Figura 7. Citologia em meio liquido
Fonte: Bamed, 2011
Acesso: Fevereiro/2017



23

Outras vantagens desse método sdo a reducdo no nimero de amostras insatisfatorias - uma
vez que diversos interferentes sdo removidos durante o processamento - e com a mesma amostra
obtida para o rastreio citologico ainda é possivel utilizar o material celular residual para testes
moleculares subsequentes, facilitando a deteccdo de diversos marcadores envolvidos na infeccéo
por HPV (Smith, 2011).

2.3 BIOMARCADORES
2.3.1 Uso de Biomarcadores no rastreio do cancer cervical

Com a disponibilidade de novas tecnologias, o uso de biomarcadores na préatica clinica
tem-se tornado cada vez mais comum. Essa metodologia permite uma abordagem mais
individualizada do paciente em uma ampla variedade de doencas. Em relagdo ao cancer, os
biomarcadores tém ajudado a determinar o risco de um individuo desenvolver uma neoplasia,
como também a detecta-la em suas fases iniciais, quando as chances de sucesso no tratamento séo

mais eficazes (Manne, et al., 2005).

Essa utilidade dos biomarcadores pode ser aplicada aos programas de rastreamento para o
cancer cervical como forma de otimizar o diagnostico. Essa estratégia ajuda a diferenciar aquelas
lesbes precursoras que tém potencial de progressdo para o cancer daquelas causadas por uma

infeccdo transitoria do HPV, evitando assim tratamentos desnecessarios (Saslow, et al., 2014).

Além de avaliar essa questdo da progressdo, os biomarcadores também podem ajudar a
melhorar a acuracia diagnostica. Existem alguns quadros citoldgicos que mimetizam lesdes e
podem ser fontes de erros. Um exemplo € a atrofia acentuada - caracterizada por maturagédo
alterada das células, dessecamento e elevada relacdo nucleo-citoplasma -, a qual pode ser
confundida com HSIL. Outras armadilhas s@o os pseudocoildcitos, a metaplasia e o reparo atipico.
Estas, entre outras situacdes, podem aumentar a variabilidade entre observadores, afetando a
sensibilidade do teste (Pinto, et al., 2010).

2.3.2 Biomarcadores Ki-67 e DNA Topoisomerase Ilo (Top Ila)

Muitos marcadores moleculares sdo proteinas envolvidas na regulacéo do ciclo celular que
se alteram na presenca das oncoproteinas do HPV e podem ser detectados através de técnicas
como a imunocitoquimica (Freitas, et al. 2014). A deteccdo dessas moléculas através de anticorpos
monoclonais é um parametro de valor na analise de amostras citoldgicas e tem sido identificada
uma boa correlacé@o entre a positividade destas e o grau de leséo intraepitelial (Kurshumliu, et al.,
2009).
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Numa infeccdo clinicamente relevante por AR-HPV, 0s oncogenes virais E6 e E7
interferem substancialmente na apoptose e na regulacdo do ciclo celular. Todos esses efeitos séo
manifestados através de uma expressdo anormal de proteinas associadas ao ciclo celular (Sahebali,
et al., 2006; Freitas, et al., 2014). Uma dessas proteinas, o Ki-67, é considerado um marcador de
proliferacdo celular, esta presente no nicleo das células e é expresso durante todas as fases ativas
do ciclo (G1, S, G2 e M) (Ancuta, et al., 2008). Esse marcador é expresso, em pacientes normais
ndo infectadas pelo virus, nas camadas basais e parabasais do epitélio cervical escamoso. Como na
infeccdo por HPV - em casos de displasia e cancer - aumenta a taxa de proliferacdo celular nos
tecidos infectados, a expressdo do Ki-67 se estende acima do terco basal, € 0 nimero de células

positivas aumenta consideravelmente (Sahebali, et al., 2003).

As HSIL geralmente apresentam forte correlagdo com este marcador, com grande nimero
de células expressando a positividade nuclear, enquanto que nas LSIL o padréo de positividade se
apresenta menos difuso, com apenas pequenos aglomerados de células escamosas expressando a

marcacao na porcao superior do epitélio (Pinto, et al., 2010).

Um outro biomarcador, a DNA Topoisomerase Ilo. (Top Ila) ¢ uma enzima indispensavel a
proliferacdo celular, pois promove a separacdo da cromatides-filhas durante a mitose. Ela também

se encontra superexpressa quando a fase S do ciclo celular é aberrante (Pinto, et al., 2010).

Para verificar se a utilizacdo de marcadores € (til na identificacdo de pacientes com lesdo
de alto grau (HSIL), um estudo recente analisou a expressdo do mRNA de seis marcadores
(CDKN2A/p16, BIRC5, MMP9, TOP 2a, MCM5 e MKI67) por RT-PCR ( reverse transcripton
quantitative polymerase chain reaction) em pacientes positivas para o teste de AR-HPV-DNA ou
com resultado citologico anterior alterado. O Top Ilo. demonstrou melhor sensibilidade 97%

(1C=95%) entre os marcadores avaliados (Del Pino, et al., 2015).
2.3.3 Imunocitoquimica

O termo imunocitoquimica € utilizado para descrever metodologias que usam
imunoensaios para colocalizar um epitopo de interesse em esfregacos citoldgicos, preparacdes
citocentrifugadas ou preparacdes em monocamadas (Ferro, 2013). Nesta técnica, anticorpos sdo
utilizados como reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer ligacdo com
constituintes moleculares que funcionam como antigenos. Esta ligacdo permite situar e identificar
a presenca de variadas substancias nas células por intermédio da cor, que é associada aos

complexos antigenos-anticorpo formados durante a reacdo (Polak, et al., 2003).
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Esse método tem suas principais aplicagdes no estudo de neoplasias, doencas infecciosas e
doencas degenerativas, podendo, no entanto, ser aplicado no estudo de muitas outras doencas
(Ferro, 2013)

No presente estudo, utilizou-se 0 método de micropolimeros de enzimas. Esta metodologia
combina pequenas moléculas de estrutura linear, de forma a transformar em polimeros anticorpos
e enzimas, construindo um complexo muito compacto (Shan-Rong Shi, 1999). De acordo com 0s
fabricantes, esse procedimento proporciona maior acessibilidade ao antigeno, pois a pequena
dimensdo dos seus reagentes permite melhor difusdo aos pontos-alvo e reducdo da ligagédo
inespecifica. Para melhor penetracdo dos polimeros ao tecido/células, foi desenvolvido um sistema
de trés etapas em que € incluida a aplicacdo de um anticorpo extra (comumente conhecido como
complemento), entre o anticorpo primario e o anticorpo conjugado ao polimero, 0 que aumenta a

capacidade de deteccdo do sistema e a sua sensibilidade (Figura 5) (Skaland, et al., 2010).

_— Anticorpo conjugado
ao polimero

—» Anticorpo Primério

.~ Ag | ———— ¥ Antigeno de Interesse

Figura 8: Reacdo Imunocitoquimica. Micropolimero de Enzimas. Sistema de Trés Etapas.
Fonte: Ferro, 2013
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2.4 HIPOTESE

Os marcadores moleculares (Ki-67 e Top lla) podem contribuir para melhorar a acuracia
do exame citologico das pacientes que apresentam anormalidades cervicais no screaning de

rotina?
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2.5 JUSTIFICATIVA

O céncer cervical continua sendo uma importante causa de mortalidade entre as mulheres,
principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. A utilizac&o do teste citologico na
triagem da populacéo de risco tem ajudado a reduzir a incidéncia da doenca; no entanto, isso vem
acontecendo em um ritmo lento. Além do mais, o alto custo dos programas de rastreamento tem
contribuido para busca de métodos auxiliares que facilitem a identificacdo de mulheres com
maiores chances de progredir para o cancer.

Os marcadores moleculares s&o uma alternativa interessante, uma vez que funcionam como
ferramentas localizadoras que facilitam a identificacdo de amostras que contém células
potencialmente anormais. Os marcadores Ki-67 e TOP Ila tém sido muito utilizados como forma
de melhorar a reprodutibilidade entre observadores e aumentar a taxa de concordancia entre
exames citologicos e histopatolégicos. Existem ainda estudos que demonstram que para pacientes
com anormalidades mais leves - como Atipias de significado indeterminado (ASC-US) e Leséo
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) - e que ja manifestam a expressdo dessas moléculas
pode-se sinalizar um pior prognostico, indicando a necessidade de um seguimento diferenciado

para essas pacientes para que possam ser acompanhadas mais de perto.

O uso combinado dessas duas técnicas (citologia + biomarcadores) tem ajudado a aumentar a
sensibilidade e a especificidade do seguimento. Isso contribui para uma reducdo dos resultados
falsos positivos e falsos negativos e, consequentemente, uma reducdo de custos com tratamentos

desnecessarios.

Com o advento da citologia em base liquida, a deteccdo dos biomarcadores pode ser feita
através da imunocitoquimica, uma técnica que vem ganhando espaco por ser rapida, simples e
minimamente invasiva, e que pode ser realizada tanto em anormalidades graves quanto nas menos
severas para avaliar o perfil de expressdo dos marcadores, mesmo nos estagios mais iniciais da

doenca.
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2.6 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Analisar a expressdo dos marcadores moleculares Ki-67 e Top Ila nas pacientes
com anormalidades cervicais atendidas em um centro de satde no municipio de Jaboatdo

dos Guararapes -PE.

Obijetivos Especificos

Realizar o processamento das amostras cervicais através da metodologia em base liquida;
Detectar a expressdo dos marcadores Ki-67 e Top Ila nas amostras citologicas através da
técnica de imunocitoquimica;

Correlacionar os resultados da citologia em meio liquido e biopsia com a coloracdo

imunocitoquimica para os marcadores Top lla e Ki-67.
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2.7 METODOLOGIA
2.7.1. Tipo de Estudo

Esta pesquisa pode ser classificada como um estudo exploratério, analitico, observacional

e transversal.
2.7.2 Amostras e Local de Estudo

As amostras utilizadas neste trabalho foram provenientes das coletas de material cervical de
pacientes do CENTRO DE REFERENCIA DE SAUDE DA MULHER M& DE LOURDES
LOPES DE LEMOS, no municipio de Jaboatdo dos Guararapes — PE. As coletas ocorreram entre
junho de 2015 e junho de 2016, formando uma populacdo de 76 pacientes.

O estudo citopatologico foi desenvolvido no laboratério Labocito, prestador de servigo
credenciado ao SISCAN; ja as reac¢fes imunocitoquimicas ocorreram no Laboratorio de Patologia
do LIKA (Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami) - UFPE. O projeto foi aprovado pelo
comité de ética da Associacdo Caruaruense de Ensino Superior — ASCES (ANEXO A).

2.7.3 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidas no estudo pacientes acima de 18 anos de idade, com exame citologico
anterior alterado; pacientes encaminhadas para bidpsia por apresentarem resultado colposcopico
altamente sugestivo de lesdo por HPV, bem como pacientes que estavam iniciando tratamento
contra a infeccdo clinica do HPV; atendidas no centro de referéncia do municipio de Jaboatdo-PE

para coleta de amostras cervicovaginal, no periodo da pesquisa.

Foram excluidas do estudo todas as pacientes histerectomizadas e gestantes.
2.7.4 Coleta de Material Cervical (Ectocérvice e Endocérvice)

A obtencdo das amostras ocorreu apds o consentimento das pacientes selecionadas. Estas
foram esclarecidas e consultadas para participar da pesquisa através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B)

A coleta foi realizada da ectocérvice e da endocérvice, utilizando instrumentos especificos
(espatula de Ayre e Escova Endocervical) e fazendo giros de 360°, percorrendo o contorno
cervical externo e interno. Posteriormente, o material foi depositado dentro do recipiente

contendo meio liquido especifico do sistema Liqui-PREP™.0Os exames realizados anteriormente
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pelas pacientes, quando disponiveis, também foram catalogados, como citologia, colposcopia e

histopatoldgico.
2.7.5 Protocolo de Preparacdo de Laminas a partir da Base Liquida

A preparacdo das laminas seguiu as especificacbes do fabricante do sistema em meio liquido
da Liqui-PREP™(Ref: PV100713). Durante a coleta, as amostras foram acondicionadas em
frasco contendo solugdo preservante e armazenadas até o momento da andlise. A amostra de cada
paciente foi transferida para um tubo de centrifuga de 8 ml e entdo centrifugada a 1600 rpm por
cinco minutos. Apds esse periodo, removeu-se 0 sobrenadante, e ao pellet de células foram
adicionados 500 ul da solucdo chamada Cell Base, que promove aderéncia a lamina. As amostras
foram agitadas no vortex por 1 minuto e, por fim, 50ul dessa suspensdo homogénea foram
depositados sobre a lamina. Para o estudo citologico, a amostra foi depositada na porcao central
da lamina e esta seguiu para a bateria de coloracdo e montagem, enquanto que, para o0 estudo
imunocitoquimico, utilizaram-se ldminas sinalizadas e a amostra foi depositada em duplicata em
uma mesma lamina, para que anticorpos diferentes pudessem ser avaliados. Utilizou-se a caneta
Pap-pen (Dako, USA) a fim de produzir uma barreira hidrofobica entre as amostras para impedir

a mistura das solugdes de anticorpos. Depois de secas, as ldaminas foram processadas (Figura 9).
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1. Amostra acondicionada @

em meio liquido
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2. Amostra transferida para 3. Remogdo do 4. Tubo agitado
tubo e centrifugada a 1600 sobrenadante e adi¢do do no vortex
rpm Cell Base
Estudo Citolégico: Estudo Imunocitoguimico:
Amostra depositada na porgao Amostra depositada em
central da lamina P, duplicata na lamina

Figura 9: Preparacdo laboratorial das laminas para o estudo citolégico e imunocitoquimico
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Uma avaliagdo média de um minimo de dez campos na objetiva de 40x foi realizada para
avaliar a satisfatoriedade da amostra. Permaneceram no estudo as amostras que apresentaram uma
estimativa minima de, pelo menos, 5.000 células escamosas bem visualizadas e preservadas
(Solomon, et al., 2004).

2.7.6 Estudo Citopatoldgico

As laminas coletadas foram submetidas a coloragdo pela técnica de Papanicolaou,
utilizando-se os seguintes corantes: Hematoxilina, Orange G 6 e EA 65, além de alcool absoluto
comercial e Xilol P.A. Ap6s coloracéo, as ldminas foram montadas com entellan e entdo levadas a

analise microscopica.

A identificacdo citomorfoldgica das amostras foi executada pelos pesquisadores citologistas
e seguiu padrbes de qualidade laboratorial e nomenclatura proposta pelo Sistema Bethesda, 2001
(Solomon, et al., 2004). Os resultados foram categorizados utilizando a nomenclatura do Sistema
Bethesda 2001. Nas lesdes pré-malignas do epitélio escamoso, foram utilizados LSIL ou HSIL;
nas atipias escamosas, utilizaram-se ASC-US ou ASC-H e utilizou-se AGC nas Atipias em
Células Glandulares. Nos casos de malignidade, os esfregacos foram categorizados como
Carcinoma Escamoso ou Adenocarcinoma, sendo utilizado Adenocarcinoma in situ para as
alteracbes pré-malignas da endocérvice. As amostras que incluiam alteracGes benignas e
inflamatdrias foram categorizadas como Negativo para Lesdo Intraepitelial e Malignidade
(NLIM).

2.7.7 Estudo Imunocitoquimico

A partir dos resultados da andlise citologica, foram formados seis grupos experimentais para
a analise imunocitoquimica.
Grupo I: formado por pacientes que tiveram resultado NLIM na andlise citologica;
Grupo 11 formado por pacientes que tiveram resultado ASC-US na analise citoldgica;
Grupo 1I: formado por pacientes que tiveram resultado ASC-H na anélise citologica;
Grupo 1V: formado por pacientes que tiveram resultado LSIL na andlise citoldgica;
Grupo V: formado por pacientes que tiveram resultado HSIL na analise citoldgica.

Duas laminas sabidamente positivas para Ki-67 e TOP-lla foram utilizadas como controles
positivos. Elas foram provenientes de um corte histoldgico cujo resultado era Neoplasia
Intraepitelial Cervical Grau Il (NIC II1) (Figuras 10 e 11). Esfregacos citoldgicos de pacientes
sem historia prévia de lesdo intraepitelial ou infeccdo clinica pelo HPV foram utilizados como

controles negativos.
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A reacgdo imunocitoquimica foi considerada positiva quando ao menos uma célula

apresentava uma forte coloracdo nuclear marrom escuro.

Figura 10: Al e A2 - Reagdo imuno-histoquimica positiva para Ki-67 em bidpsia cervical de paciente com
NIC Il

Figura 11: B1 e B2 - Reagdo imuno-histoquimica positiva para TOPlla em bidpsia cervical de paciente com
NIC Il

2.7.8 Reagdo Imunocitoquimica para Detecgdo de Ki-67 e TOP Il a

As amostras citologicas positivas contendo lesdo intraepitelial ou atipias escamosas, aléem
das amostras que apresentaram resultado citoldgico negativo na base liquida, foram submetidas ao
estudo imunocitoquimico.

O protocolo foi descrito pelo fabricante do Kit Reveal (SPD 125, Spring) e as laminas
passaram pelas etapas de rehidratacdo em &lcoois, iniciando com o alcool etilico PA, &lcool etilico
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a 70% e finalizando em 4gua destilada durante cinco minutos cada. Posteriormente, iniciou-se a
etapa de recuperacédo antigénica, realizada com tampéo citrato (10mM pH 6,0) em steamer durante
30 minutos. Apos lavagem das Iaminas em &gua destilada, executou-se o bloqueio da Peroxidase
Enddgena (Hydrogen Peroxide Block) e, posteriormente o bloqueio das Proteinas Inespecificas
(Hydrogen Peroxide Block), as laminas estiveram em contato com 0s respectivos reagentes
durante um periodo de trinta minutos cada. Apds remover o excesso da Ultima solugdo procedeu-
se a incubacdo com o anticorpo priméario: em cada lamina, foi realizada a pesquisa para dois
anticorpos diferentes. Utilizou-se o anticorpo anti-Ki 67 (clone MIB 1, code M7240, DAKO)
diluido 1:100 e o anti-TOP lla (clone Ki-S1, code M7186, DAKO), titulado em 1:50, ambos
diluidos em tampédo Fosfato Alcalino (PBS), pH 7,2, contendo 1% de albumina bovina. Os
anticorpos foram incubados overnight a 4°C em camera Umida. Em seguida, procedeu-se a
incubagdo com o anticorpo secundario contido no kit (Reveal Complement) por 30 minutos e
depois com o anticorpo terciario (Reveal HRP) também por 30 minutos. Por fim, a revelacédo foi
feita através do revelador Diaminobenzidina (DAB) durante trés minutos, ao abrigo da luz. As
laminas foram contracoradas com hematoxilina para evidenciar os nucleos das células e a
diafanizacdo foi feita com banhos de xilol durante trés minutos. Para montagem das laminas,

utilizou-se um meio de montagem permanente (Entellan, Merck) e laminulas.
2.7.9Anélise de Dados

A analise estatistica foi realizada utilizando o aplicativo PRISM versdo 6.0. Sendo utilizado o

teste qui-quadrado de associacdo, considerando um nivel de significancia, onde p<0,05.
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ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most diagnosed neoplasia in women in the world and its main
etiological agent is infection by the Human Papillomavirus (HPV), which induces the uncontrolled
proliferation of cells, leading to the accumulation of mutations over time and to cancer in some
cases. The abnormal expression of nuclear proteins, such as Ki-67 and TOPIla, indicating
dysregulation of the cell cycle and can, in conjunction with other tests, improve the accuracy of
screening programs. This study aimed to evaluate the detection of Ki-67 and TOPIIa, through the
technique of immunocytochemistry in patients with cervical abnormalities, noting whether they
are useful to detect clinically relevant lesions, improving the sensitivity of cytology. Seventh six
women participated in the study referred to a reference centre for presenting changes in previous
tests or even Condyloma, representing clinical infection by HPV. It was observed a higher rate of
positivity (IP) of Ki-67 and TOPIla in patients diagnosed with cervical abnormalities detected by
cytology (41.6% and 62.5%, respectively). It was observed a higher rate of positivity (RP) of Ki-
67 and TOPIIa in patients diagnosed with cervical abnormalities detected by cytology (41.6% and
62.5%, respectively). The performance of the Ki-67 was better in patients with LSIL (equal to
50%) and TOPIIa had a better performance in patients with HSIL (66.6%). The test of association
between the immunocytochemistry and liquid-based cytology proved to be statistically significant
(p < 0.05) with value of p = 0.0026 for Ki-67 and p = 0.0004 to TOPIIa. The markers analysed,
Ki-67 and TOPIIa, have proven effective in the detection of cervical lesions clinically relevant,
given the strong association between the expression of these markers in patients diagnosed with
cervical abnormalities for cytology.

Key words: DNA topoisomerase tipo Il. Ki-67 Antigen. Imunocytochemistry. Antibodies.
Cytology.
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INTRODUCAO

O céncer cervical é o quarto tipo de neoplasia mais comumente diagnosticada e a quarta causa
de morte por cancer em mulheres em nivel mundial. Em 2012, foram estimados 527.600 novos
casos da doenca, e a taxa de mortalidade estimada foi de 265.700 casos, representando 7,5% das
mortes por cancer em mulheres (Torre, et al., 2015). .Descobrir o agente etiolégico desta neoplasia
foi um passo importante no conhecimento desta doenca. A infeccdo por HPV é uma doenca
sexualmente transmissivel bastante difundida na populacdo. A grande maioria das infec¢des ndo
leva a céancer, mas alguns tipos de HPV considerados de alto risco oncogénico tém um maior
potencial de integracdo ao genoma do individuo infectado. Essa integracdo, assim como a
expressao de onconproteinas virais, promove alteracdes em diversas proteinas relacionadas com
ciclo celular, podendo levar ao bloqueio da apoptose e proliferacdo celular descontrolada (Brown,
et al., 2012).

O controle da doenga é feito, principalmente, através do rastreio citoldgico da populagéo-alvo,
com o intuito de detectar mulheres com lesdes pré-malignas. A avaliacdo da leséo ¢ seguida pela
realizacdo de outros testes, como a colposcopia e 0 exame histopatoldgico, e, se necessario, o
tratamento é disponibilizado. Como ha um intervalo de anos para que a displasia encontrada
progrida para um processo invasivo, o diagnostico precoce e o tratamento adequado previnem o

desenvolvimento do cancer (Wright, et al., 2012).

A utilizacdo do teste citoldgico na triagem da populacdo de risco tem ajudado a reduzir a
incidéncia da doenca, no entanto, isso vem acontecendo em um ritmo lento, alem do mais, o alto
custo dos programas, tem contribuido para busca de métodos auxiliares que facilitem a

identificacdo de mulheres com maiores chances de progredir para o cancer.

Os marcadores moleculares tém se mostrado uma alternativa interessante. Dentre esses, 0 Ki-
67 e a Topoisomerase Ila (TOP Ila) sdo exemplos de proteinas que se expressam anormalmente
durante a infeccdo por HPV. O primeiro é considerado um marcador de proliferacdo celular, é
expresso em pacientes ndo infectadas pelo virus, no compartimento proliferativo do epitélio
escamoso (camada basal e parabasal), porém, em infeccBes persistentes por HPV, a expressao
desse marcador aumenta consideravelmente e se estende acima do terco basal do epitélio
(Sahebali, et al.,, 2003). O segundo é uma enzima indispensavel a proliferacdo celular, também
encontra-se expressa anormalmente quando a fase S do ciclo esta descontrolada (Pinto, et al.,
2010).



36

A expressdo dessas proteinas pode ser detectada através de técnicas, como a
imunocitoquimica. As principais vantagens dos marcadores € a possibilidade de predizer o risco
de progressdo de uma anormalidade citolégica, 0 aumento na concordancia interobservador e o

auxilio em casos de dividas diagnosticas (Ozaki, et al., 2011).

Dada a importancia da citologia na rotina e o auxilio dos marcadores moleculares na eficiéncia
diagndstica, este estudo se propbs a avaliar a deteccdo dos marcadores Ki-67 ¢ TOPIlo em
pacientes com lesdes cervicais de diferentes graus ou que apresentam infecgdo clinica por HPV,
monitoradas através do rastreio citoldgico, numa tentativa de determinar a efetividade destes nas
lesBes pré-malignas do colo uterino, buscando responder se estes marcadores sdo Uteis para

evidenciar pacientes com les@es clinicamente relevantes.
METODOLOGIA

As amostras utilizadas neste trabalho foram provenientes das coletas de material cervical de
pacientes do Centro De Referéncia De Saude Da Mulher M2 De Lourdes Lopes De Lemos no
municipio de Jaboatdo dos Guararapes — PE. As coletas ocorreram entre junho de 2015 e junho de

2016, formando uma populacdo de76 pacientes.

Foram incluidas no estudo pacientes acima de 18 anos de idade, com exame citologico
anterior alterado; pacientes encaminhadas para biopsia por apresentarem resultado colposcopico
altamente sugestivo de lesdo por HPV, bem como, pacientes que estavam iniciando tratamento
contra a infeccdo clinica do HPV; atendidas no centro de referéncia do municipio de Jaboatdo-PE
para coleta de amostras cervicovaginal, no periodo da pesquisa. Foram excluidas do estudo todas

as pacientes histerectomizadas e gestantes.

A obtencdo das amostras ocorreu apds o0 consentimento das pacientes selecionadas. Estas
foram esclarecidas e consultadas para participar da pesquisa através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Do
Centro Universitario Tabosa de Almeida — Caruaru-PE (CAAE: 43319915.9.0000.5203) e esteve
em consonancia com a Declaracdo de Helsinki (2008) e a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude.

A coleta foi realizada da ectocérvice e da endocérvice, utilizando instrumentos especificos
(espatula de Ayre e Escova Endocervical) e fazendo giros de 360°, percorrendo o contorno

cervical externo e interno, posteriormente o material foi depositado dentro do recipiente contendo
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meio liquido especifico. Os exames realizados anteriormente pelas pacientes, quando disponiveis,

também foram catalogados, como citologia, colposcopia e histopatolégico.

A preparacdo das laminas seguiu as especificacbes do fabricante do sistema em meio liquido
da Liqui-PREP™ . Para o estudo citoldgico a amostra foi depositada na porcéo central da lamina
e esta seguiu para a bateria de coloracdo e montagem, enquanto que, para 0 estudo
imunocitoquimico, utilizou-se laminas silanizadas e a amostra foi depositada em duplicata em
uma mesma lamina para que anticorpos diferentes pudessem ser avaliados. Utilizou-se a caneta
Pap-pen (Dako, USA) a fim de produzir uma barreira hidrofébica entre as amostras para impedir
a mistura das solucdes de anticorpos (Figura I).
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2. Amostra transferida para 3. Remogdo do 4. Tubo agitado
tubo e centrifugada a 1600 sobrenadante e adi¢do do no vortex
rpm Cell Base
Estudo Citolégico: Estudo Imunocitoguimico:
Amostra depositada na porgao - Amostra depositada em
central da lamina P duplicata na ladmina

Figura I: Preparacdo laboratorial para o estudo citoldgico e imunocitoquimico

Depois de secas, as laminas foram processadas. Uma avaliacdo média de um minimo de dez
campos na objetiva de 40x foi realizada para avaliar a satisfatoriedade da amostra. Permaneceram
no estudo as amostras que apresentaram uma estimativa minima de, pelo menos, 5.000 células

escamosas bem visualizadas e preservadas (Solomon, et al., 2004).
Estudo Citopatoldgico
A identificacdo citomorfolégica das amostras, foi executada por citologistas certificados,

seguiu padrdes de qualidade laboratorial e nomenclatura proposta pelo Sistema Bethesda, 2001

(Solomon, et al., 2004). Os resultados foram categorizados, utilizando a nomenclatura do Sistema
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Bethesda 2001, nas lesbes pré-malignas do epitélio escamoso, foram utilizados: Lesdo
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) e Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau
(HSIL), nas atipias escamosas: Atipias em Células Escamosas, de Significado Indeterminado
(ASC-US) ou ndo Excluindo Les&o de Alto Grau (ASC-H). Nos casos de malignidade, os
esfregacos foram categorizados como Carcinoma Escamoso ou Adenocarcinoma, sendo utilizado
Adenocarcinoma in situ para as alteracdes pré-malignas da endocérvice. As amostras que incluiam
alteracOes benignas e inflamatdrias foram categorizadas como Negativo para Lesdo Intraepitelial e
Malignidade (NLIM).

Estudo Imunocitoquimico

A partir dos resultados da andlise citoldgica, foram formados seis grupos para a andlise
imunocitoquimica.
Grupo I: formado por um grupo de pacientes que tiveram resultado NLIM na analise citoldgica;
Grupo II: formado por pacientes que tiveram resultado ASC-US na analise citoldgica;
Grupo 11: formado por pacientes que tiveram resultado ASC-H na anélise citologica;
Grupo 1V: formado por pacientes que tiveram resultado LSIL na andlise citoldgica;
Grupo V: formado por pacientes que tiveram resultado HSIL na analise citoldgica.

Duas laminas sabidamente positivas para Ki-67 e TOP-lla foram utilizadas como controles
positivos. Elas foram provenientes de um corte histoldgico cujo resultado era Neoplasia

Intraepitelial Cervical Grau 111 (NIC I11) (Figuras 11 e I11).
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Figura Il: Al e A2 - Reagdo imuno-histoquimica positiva para Ki-67 em bidpsia cervical de paciente com NIC IlI
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Figura lll: B1 e B2 - Reagao imuno-histoquimica positiva para TOPIla em bidpsia cervical de paciente com NIC IlI

Esfregacos citologicos de pacientes sem historia prévia de lesdo intraepitelial ou infecgédo
clinica pelo HPV, foram utilizados como controles negativos.

A reagdo imunocitoquimica foi considerada positiva quando ao menos uma célula
apresentava uma forte colora¢do nuclear marrom escuro.

Os resultados da imunocitoquimica foram categorizados em trés grupos: Ki67*, TOPlla" e

Ki67*/TOPIla*(quando ambos os marcadores foram positivos).

As amostras citologicas positivas contendo lesdo intraepitelial ou atipias escamosas, alem
das amostras que apresentaram resultado citoldgico negativo na base liquida foram submetidas ao
estudo imunocitoquimico. O protocolo utilizado para a imunocitoquimica foi o descrito pelo
fabricante do Kit Reveal (SPD 125, Spring). Apés as etapas de re-hidratagdo em alcoois,
recuperacdo antigénica, bloqueio da Peroxidase Enddgena e proteinas especificas, as laminas
foram incubadas com os anticorpos priméarios. Em cada lamina, foi realizada a pesquisa para dois
anticorpos diferentes. Os anticorpos utilizados foram: o anticorpo anti-Ki 67 (clone MIB 1, code
M7240, DAKO) diluido 1:100 e o anti-TOP lla (clone Ki-S1, code M7186, DAKO), titulado em
1:50, ambos diluidos emTampao Fosfato Alcalino (PBS), pH 7,2, contendo 1% de albumina
bovina. Os anticorpos foram incubados overnight a 4°C em camera Umida. A revelacdo da reacédo
foi realizada através da aplicacdo de Diaminobenzidina (DAB). As laminas foram contracoradas
com Hematoxilina, montadas com meio de montagem permanente (Entellan, Merck) e seguiram

para avaliacao
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A anélise estatistica foi realizada utilizando o aplicativo PRISM versdo 6.0. Sendo
utilizado o teste qui-quadrado de associacdo, considerando um nivel de significancia, onde p<
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de estudo foram atendidas 76 pacientes, com média de idade de 30,89 anos
(idade minima:18 anos e idade maxima:56 anos).

A avaliacdo dos exames realizados anteriormente pelas pacientes revelou que, em relacdo a
colposcopia, 36 apresentavam alteracdo no exame colposcopio, a principal delas foi a presencga de
epitélio acetobranco, 2 tiveram achados colposcépicos normais e 38 ndo haviam realizado o

exame ou ndo haviam trazido no momento da coleta. (Figura V1).

Colposcopia

N Epitsio Acetabranco
m Marmal

Sern Resutada

Figura IV: Anilise dos resultados realizados previamente pelas pacientes - Colposcopia

Neste tipo de exame, uma luz incide sobre o epitélio cervical, penetrando através dele até o
estroma. A coloracdo da luz refletida depende da vasculariza¢do do estroma e da espessura do
epitélio, que atuam como um filtro a passagem de luz. A presenca do epitélio acetobranco
deve-se a existéncia de alteracdes epiteliais que impedem a passagem de luz até o estroma,
apos a aplicacdo do &cido acético. E um sinal pouco especifico que pode ser causado por
diversas situacdes clinicas, tais como: infeccdo por HPV, paraqueratose, hiperqueratose,
acantose, metaplasia, aumento da densidade nuclear, infiltracdo inflamatoria do estroma, etc.
(Moutinho, 2010). Os resultados da citologia convencional realizada previamente pelas
pacientes, da citologia em meio liquido e do exame histopatoldgico estdo disponiveis na tabela
l.



41

Sem
. Resultado
*NLIM | *ASC- *ASC- | *LSIL | *HSIL | Insatisfatorio
us H
Citologia 34 6 1 3 0 1 31
Convencional
Citologia em 49 7 2 12 6 0 0
Meio Liquido
Exame 10 0 0 29 0 0 37
Histopatoldgico

Tabela I: Resultados da citologia convencional, citologia em meio liquido e exame histopatoldgico.
*NLIM= Negativo para Lesdo Intraepitelial e Malignidade; ASC-US=Atipia em Células Escamosas de
Significado Indeterminado; ASC-H=Atipia em Células Escamosas Nao Podendo Afastar Lesdo de Alto
Grau; LSIL=Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau e HSIL= Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto
Grau.

Em relacdo ao estudo imunocitoquimico, 40 pacientes das 76 atendidas foram analisadas.
Os resultados da imunocitoquimica foram categorizados em trés grupos: Ki67*, TOPlla® e
Ki67*/TOPlla* (quando ambos os marcadores foram positivos). O percentual de positividade para
0 marcador Ki-67 foi igual a 25% (n=10) e TOPIlla foi igual a 40% (n=16). Em 22,5% das
pacientes (n=9), a amostra foi positiva para ambos os marcadores (Ki-67*/TOPlla®). Para uma
melhor compreenséo dos resultados as pacientes foram divididas em grupos de | a VV de acordo
com o resultado citolégico. O percentual de positividade para Ki-67 no grupo | (n=16) foi igual a
0% e para TOPIla foi igual a 6,25% (n=1), enquanto que o percentual de positividade nos Grupos
I, 1, IV e V, formado por 24 pacientes que apresentaram alteracdo citologica na base liquida foi
igual a 41,6% para Ki-67 (n=10) e 62,5% para TOPIIa (n=15). O detalhamento dos grupos esta
descrito na tabela Il.
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Grupo Citologia | Tamanhoda | Ki-67(+) TOPla(+) | Ki-67/TOPIIo(+)
amostra (n)
| NLIM 16 0 1 (6,25%) 0
Il ASC-US 6 2 (33,3%) 4 (66,6) 2 (33,3%)
I ASC-H 2 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
IV LSIL 10 5 (50%) 5 (50%) 4 (40%)
\Y, HSIL 6 2 (33,3%) 4 (66,6%) 2 (33,3%)

Tabela I1: Perfil Imunocitoquimico de Ki-67 e TOPIla em esfregacos cervicais

O desempenho do Ki-67 foi melhor em pacientes com LSIL (indice de positividade igual a

50%), celulas imunorreativas apresentaram coloracdo marrom-escuro, homogénea, limitada

exclusivamente ao nucleo (Fig. V). A expressdo desse marcador também foi observada no estudo

de Pirog e Colaboradores (2002) que concluiu que Ki-67 € um marcador altamente sensivel e

especifico para identificar Lesdes Intraepiteliais Escamosas de Baixo Grau (LSIL) e também é util

para elucidar casos que podem gerar davidas.

Figura V: Imunocitoquimica-positiva para Ki-67 em células cervicais de paciente com LSIL.
(Aumento: 400x)
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Em relacéo a reatividade para TOPIla, a expressao foi alta em paciente com HSIL (66,6%) (Fig
VI). Um estudo realizado em Barcelona que incluiu amostras de 123 mulheres direcionadas a
colposcopia por apresentarem teste de DNA-HPV de alto risco positivo ou resultado citolégico
alterado, objetivou avaliar a expressdo de seis marcadores (CDKN2A/p16, BIRC5, MMP9,
TOPIlla, MCMS5, and MKI67), através da técnica de deteccdo de mRNA. Mesmo usando uma
técnica diferente, foi possivel perceber uma maior sensibilidade de TOPIla para identificar
pacientes com leséo de alto grau (HSIL) quando comparado aos outros marcadores avaliados,
realcando o potencial desse marcador (Del Pino, et al., 2015).
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Figura VI — C1 e C2: Imunocitoquimica-positiva para TOPIla em células cervicais de paciente
com HSIL (Aumento: 400x)

Um outro estudo que avaliou amostras de 110 pacientes provenientes de unidades de satde
de Olinda-PE, cujo o objetivo era avaliar se os marcadores Ki-67 e TOPIlla, detectados por
imunocitoquimica, poderiam melhorar a acuracia do rastreamento de lesGes cervicais, detectou
uma maior positividade dos marcadores nas amostras com anormalidades cervicais (71,9% para
TOPIlla e 81,2% para Ki-67). Eles concluiram que, comparando os dois marcadores, TOPIla foi

mais eficiente em detectar HSIL, o que é concordante com o presente estudo (Peres, et al., 2016)

O teste de associacdo entre a imunocitoquimica e a citologia em base liquida revelou-se
estatisticamente significante com valor de p=0,0026 para Ki-67 e p=0,0004 para TOPlla. A
associacdo entre 0os marcadores imunocitoquimicos e o exame histopatolégico ndo se mostrou

significativa. Os resultados estéo resumidos na tabela I11.
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Tamanho da Ki-67 TOPIlla
Amostra (n)
Citologia Base Liquida 40 p=0,0026 p=0,004
Histopatoldgico 15 p=0,7703 p=1,000

Tabela lll: Andlise imunocitoquimica associada a citologia em base liquida, a colposcopia e ao exame
histopatoldgico.

A auséncia de associacdo entre 0s marcadores imunocitoquimicos e 0 exame
histopatoldgico, pode ter ocorrido porque esse exame foi realizado previamente, fora do periodo
de estudo, e ndo no momento da coleta. Além disso, houve um pequeno nimero de resultados de

bidpsias disponivelis.

Diante do exposto, pode-se concluir que os marcadores avaliados Ki-67 e TOPIla sdo
ferramentas Uteis que podem melhorar a acuracia do exame citologico, dada a associacdo existente
entre a expressdo desses marcadores em pacientes diagnosticadas com anormalidades cervicais
pela citologia. Ki-67 apresentou um melhor desempenho em pacientes portadoras de LSIL,
enquanto que TOPIla se mostrou mais eficiente em detectar pacientes com HSIL. Estudos mais
aprofundados, que incluam uma amostragem maior, assim como a incorporacdo de exames
complementares como o teste de DNA-HPV podem contribuir para uma melhor compreensao dos

resultados.
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CONCLUSAO
Baseando-se na metodologia utilizada e resultados obtidos podemos concluir que:

O teste de associagdo entre a imunocitoquimica e a citologia em base liquida revelou-
se estatisticamente significante, isso significa que esses marcadores se expressam de
forma anormal em pacientes diagnosticadas com anormalidades cervicais pela
citologia, consequentemente, Ki-67 e TOPIla podem ser utilizados como ferramentas

auxiliares que facilitam a localizacdo de células potencialmente anormais;

A incorporacdo da citologia em base liquida facilita a incorporacdo de testes
moleculares nos programas de rastreamento, uma vez que € possivel realizar tanto o

estudo citologico quanto molecular em uma mesma amostra;

A imunocitoquimica para Ki-67 e TOPlla como teste de deteccdo destes antigenos se

mostrou eficiente e uma alternativa viavel para realizar o acompanhamento das lesées.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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moleculares por imunocitoquimica em amostras cervicais de pacientes com lesdes intraepiteliais
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lesdes intraepiteliais cervicais e cancer, contribuindo na preven¢do do cancer cervical e
consequentemente para a salde da mulher.
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remover algumas células do colo do utero, as quais serdo mandadas a um laboratério para serem
analisadas microscopicamente. O risco de expor as pacientes a quaisquer constrangimentos sera
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serd de total responsabilidade dos pesquisadores envolvidos.
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