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RESUMO

O céncer do colo do utero é um problema de salde publica mundial que afeta principalmente
paises em desenvolvimento como o Brasil. O Papiloma Virus Humano é o principal causador
desse tipo de cancer e esta presente em 99% dos casos. O principal método de rastreio, hoje, €
0 exame de Papanicolaou, porém o mesmo apresenta algumas limitagdes como resultados
falso-negativos e insatisfatorios e nos Gltimos anos vem sendo desenvolvidas metodologias
que objetivam minimizar essas limitagdes como o uso de marcadores de proliferagéo celular.
Foram utilizados os marcadores Ki 67 e TOP lla que quando estdo com niveis de expressao
muito elevados indicam desregulacdo. A mensuracdo desses marcadores pode ser feita por
alguns métodos como a Imunoquimiluminescencia. Neste trabalho objetivou-se estabelecer
protocolo para imunocitoquimica por quimiluminescéncia em amostras cervicais, detectar 0s
marcadores Ki 67 e TOP lla e relacionar com os resultados citolégicos convencionais. 31
mulheres participaram do estudo formando cinco grupos: Negativo para Lesdo Intraepitelial
(NILM), Lesdo de significado Indeterminado (ASC US), Lesdo de Significado Indeterminado
Né&o excluindo leséo de alto grau (ASC H), Lesao de Baixo Grau (LSIL) e Leséo de Alto Grau
(HSIL). A anélise dos dados mostrou que na expressdo de Ki 67 os grupos LSIL — NILM
(0.0208905) e LSIL — ASC (0.0208905) e na expressdo TOP lla os grupos NILM — LSIL
(0.0126204) foram significativas ao nivel de 5% de significancia. Os marcadores Ki 67 e TOP
lla sdo eficientes na deteccdo das lesdes cervicais, porém sdo necessarios estudos
aprofundados, com uma maior amostragem para validar a sensibilidade dos testes

imunogquimiluminescentes.

Palavras-chave: Anticorpos. HPV. Marcardores. Cancer Cervical.



ABSTRAT

Cervical cancer is a worldwide public health problem that affects mainly developing countries
like Brazil. The Human Papilloma Virus is the main cause of this type of cancer and is present
in 99% of the cases. The main method of screening today is the Pap test, but it has some
limitations as false-negative and unsatisfactory results, and in recent years methodologies
have been developed that aim to minimize these limitations, such as the use of markers of cell
proliferation. Ki 67 and TOP Ila markers were used, which, when they have very high levels
of expression, indicate deregulation. Measurement of these markers can be done by some
methods such as Immunochemiluminescence. In this work we aimed to establish protocol for
immunocytochemistry by chemiluminescence in cervical samples, to detect Ki 67 and TOP
Ila markers and to relate to the conventional cytological results. 31 women participated in the
study in five groups: Negative for Intraepithelial Injury (NILM), Injury of Undetermined
Significance (ASC US), Injury of Undetermined Significance Not excluding high grade lesion
(ASC H), Low Grade Lesion (LSIL) Of High Grade (HSIL). Data analysis showed that the
LSIL - NILM (0.0208905) and LSIL - ASC (0.0208905) and TOP lla NILM - LSIL
(0.0126204) groups were significant at the 5% significance level in Ki 67 expression. The Ki
67 and TOP lla markers are efficient in the detection of cervical lesions, however, in-depth
studies are required, with greater sampling to validate the sensitivity of
immunochemiluminescent assays.

Keywords: Antibodies. HPV. Markers. Cervical Cancer.
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1. APRESENTACAO

Cancer ¢ um termo referente a um grupo que possui mais de uma centena de
doencas que tém como semelhante o desenvolvimento rapido, desordenado, a fuga do
processo de apoptose e o perfil maligno de células que se disseminam por varias regides do

corpo de forma bastante agressiva (INCA, 2016).

O céancer do colo do atero (CCU) é um problema de saude publica mundial que afeta
principalmente paises em desenvolvimento como o Brasil. Segundo a Organizagdo Mundial
da Saude, a cada ano hé a incidéncia de 500 mil casos levando 230 mil mulheres a 6bito em

decorréncia do Cancer do Colo do Utero no mundo (INCA, 2016).

O Papilomavirus Humano (HPV) € o principal agente causador desse tipo de cancer e
estad presente em 99% dos casos. Os subtipos mais comuns para essa neoplasia sdo 0s subtipos
16 e 18. Outros fatores predisponentes estdo associados com o aparecimento dessa doenca
como uso de contraceptivos orais, multiplicidade de parceiros sexuais, baixa condic¢oes
socioeconémicas, higiene intima inadequada e tabagismo (PARKIN et al., 2005; TROTTIER;
FRANCO, 2006).

O exame de Papanicolaou atualmente é indicado como sendo o principal método de
rastreamento para o cancer cervical, principalmente em mulheres que ja possuam vida sexual
ativa ou que estejam na faixa etaria de 25 a 64 anos de idade, faixa etaria onde se diagnostica
as lesdes de alto grau (INCA, 2016). Apesar do seu uso, existem algumas limitacGes que
diminuem a sensibilidade e especificidade do referido teste, como: falso-negativo devido a

erros de coleta e a falta de experiéncia profissional dentre outros (TAVARES, 2007).

Nos ultimos anos, vem sendo desenvolvidos testes que reduzem as limitacBes dos
exames usuais, melhorando o rastreio e prognéstico da doenca, dentre eles, 0 uso de
marcadores de proliferacdo celular. O uso de alguns marcadores como Ki 67, p16 INK4a e
ProEx C (BD), tem sido reportado para facilitar a deteccdo de células anormais através de
amostras citoldgicas convencionais baseado em ensaio imunocitoquimico (BROWN et al.,
2016).

O Antigeno nuclear Ki-67 encontra-se em todas as fases do ciclo celular, com excegéo

da fase GO. Sua expressao varia de acordo com a fase do ciclo, sendo alcangado o pico nas
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fases G2 e M. Sua funcdo ainda ndo estd estabelecida, porém alguns estudos apontam que o
antigeno esta envolvido na regulacéo da proliferacéo celular (FITZGIBBONS, 2000).

A Topoisomerase lla (Top lla) € uma enzima do ndcleo participante de etapas do
metabolismo do DNA (ENGELSTAEDTER, 2012). Quando essa proteina esta super-expressa
denota-se uma inducgéo aberrante (BROWN et al., 2016).

A atividade dessas proteinas pode ser medida através de técnicas como a
quimiluminescéncia que possui alta sensibilidade e seletividade, sendo assim, uma ferramenta
bastante atraente (COELHO, 2002).

Diante do exposto, no presente trabalho avaliou-se o perfil dos marcadores Ki-67 e
TOP lla utilizando 0 método imunoquimiluninescente visando um rastreio precoce das lesdes

cervicais utilizando amostras em meio liquido.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANCER

O Cancer faz referéncia a um grupo de doengas que possui 0 crescimento celular
descontrolado e rapido que tende a se distribuir entre érgdos adjacentes, 0 que caracteriza a
metastase (OMS, 2016).

Nas ultimas décadas, o cancer vem alcancado uma propor¢do maior, despontando
como um grave problema de satde publica no mundo. OMS estima que, em 2030, podem
ocorrer 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 75 milhGes de pessoas vivas com cancer e
17 milhdes de mortes por cancer. No Brasil, as estimativas para os anos de 2016 e 2017
mostram a ocorréncia de cerca de 596.000 casos novos, sendo que, 295.200 para 0 sexo
masculino e 300.800 para o sexo feminino (INCA, 2016).

2.2 CANCER DO COLO DO UTERO (CCU)

O céncer cervical tornou-se um problema de salde publica nos paises em
desenvolvimento e as suas altas taxas de incidéncia e mortalidade acometem principalmente
mulheres de baixo nivel social e econdmico, além de estarem na fase reprodutiva (BRENNA;
HARDY; ZEFERINO, 2001). E o segundo tipo de neoplasia mais frequente entre as mulheres
(FIGURA 1), com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo, sendo
responsavel pelo 6bito de aproximadamente 230 mil mulheres por ano. O nimero de novos
casos estimados para o Brasil no ano de 2016 é de 16.340, com um risco de 16 casos para
cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2016).
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Localizacdo Primaria Casos Novos Ya

Mama feminina 57.960 28.1%
Cdlon e Reto 17.620 8,6%
Colo do utero 16.340 7.9%
Traqueia, Brénguio e Pulm3o 10.890 5,3%
Estdmago 7600 3, 7%
Corpo do dgtero 6.950 3.4%
QOvario 6.150 3,0%
Glandula Tireoide 5 870 2,9%
Linforna ndo Hodgkin 5030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%
Leucemias 4530 2.2%
Cavidade Oral 4350 2.1%
Esdfago 2.860 1.4%
Pele Melanoma 2670 1,3%
Bexiga 2470 1,2%
Linforna de Hodgkin 1.010 0,5%
Laringe 990 0,5%
Todas as Neoplasias sem pele® 205.960

Todas as Neoplasias 300.870

Figura 1: Estimativa de casos novos de cancer em mulheres no Brasil em 2016.
Fonte: Estimativa, INCA.

2.2.1 Etiologia do Cancer do Colo do Utero

O Papilomavirus humano (HPV) esta presente em 99,7% dos casos de cancer de colo
de atero (BURD, 2003). Dos mais de 200 tipos de HPV existentes, identificados através de
analise de DNA, aproximadamente 35 possuem consideravel tropismo pelo trato genital, e
uma porcdo expressiva destes (20 tipos) estd vinculada ao potencial oncogénico, devido ao
aparecimento de condilomas acuminados e les@es intraepiteliais escamosas e posteriormente,
cancer (BAGARELLI; OLIANI, 2004; JUNG; CHUN; SUL, 2004; HO; YANG; CHIEN,
2005; PAPACONSTANTINOU, et al., 2005).

Em sua maioria, as lesbes estdo relacionadas com quatro tipos de HPVS: 6 e 011 que
sdo causadores de 90% das verrugas na regido anal e genital, e os tipos 16 e 18 sdo
responsaveis por 70% das lesdes de alto grau, como também pelo céncer invasivo
(GAMEIRO, 2016).

Distintamente dos outros canceres humanos ja conhecidos, o cancer cervical, €, sem
duvida, uma doenca de carater evitavel, pois tem como caracteristica peculiar uma evolucao
lenta, desde o desenvolvimento de lesbGes até o aparecimento do cancer propriamente dito
(DERCHAIN, 2005).
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2.2.2 Infeccéo pelo HPV

O HPV possui um ciclo de vida que depende da diferenciacdo celular. A infeccdo
inicial por esse virus ocorre nas células das camadas mais profundas do epitélio estratificado
(FIGURA 2). As células basais proliferam-se e, em seguida, passam por um processo de
diferenciacdo levando a uma maturacdo epitelial. Células filhas também continuam a se
dividir na camada basal servindo de reservatorio de DNA viral para novas divisdes celulares.
Como a producdo do virus se restringe as células suprabasais, as células da camada basal ndo
sdo destruidas com a producdo de novos virus, prosseguindo com a proliferagdo (SOUTO,
2005).

Norma Lesao intraepitelial escamosa Carverinvasivo

Baixo grau S Grau elevado

Neoplasia Intraepitelial cervica

i - i it T e 1 I
LA Lrau £ Lrau 2

. - . e o Y
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" Figura 2. Infecgio das células cervicais pelo HPV.
Fonte:http://www.drrobertoelias.com.br/tratamentos/hpv-e-cancer-cabeca-pescoco
(ADAPTADO)

Sabe-se que a infec¢do pelo HPV ndo é suficiente para causar o cancer cervical, e sim,
a persisténcia da infec¢do do HPV oncogénico aliado a alguns cofatores que potencializam o
desenvolvimento das lesdes. Alguns exemplos de fatores que contribuem para a evolucéo da
neoplasia cervical sdo: uso de contraceptivos orais, nimero de gestacdes, tabagismo,
imunossupressao, idade da sexarca, deficiéncias nutricionais e nimero de parceiros sexuais
(BONARDI, 2010).
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2.2.3 Classificacdo das lesGes Intraepiteliais Cervicais

O CCU desenvolve-se a partir de lesbes intraepiteliais escamosas (SIL: squamous
intraepithelial lesions) e se classificam em lesGes de alto ou baixo grau, onde essas séo
estabelecidas através do nivel de protrusdo da diferenciacdo do epitélio da cérvice uterina
(SCHOELL; JANICEK; MIRHASHEMI, 1999). Essas lesdes alteram a morfologia
caracteristica do epitélio cervical, quando sdo oriundas da infec¢do pelo H., podendo dessa
forma, serem facilmente rastreadas, quando é realizado o exame citoldgico dos raspados
cérvico vaginais, através da técnica de Papanicolaou (JANICEK; AVERETTE, 2001).

O NIC (National Cancer Institute — Bethesda 2001), prop6s as seguintes terminacfes
para identificacdo de alteracbes nas células epiteliais escamosas: Atipia de significado
indeterminado (ASC-US), Atipia de Significado indeterminado n&o excluindo lesdo de alto
grau (ASC-H), Lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), Lesdo intraepitelial de alto grau
(HSIL) e Carcinoma escamoso. Apesar da nomenclatura do Sistema Bethesda, alguns
profissionais ainda utilizam a classificacdo antiga: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)
grau I, Il e NIl (APGAR; ZOSCHNICK, 2003). A figura 3 mostra a correlacdo das
nomenclaturas com o grau da Les&o Intraepitelial Cervical que representa uma longa fase da

doenca pré-invasiva.
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Figura 3: Infecdo pelo HPV, surgimento das lesdes até o cancer do colo do Utero.
Fonte: http://www.roche.pt/resources/files/portugal2015/tipos/infecaohpvl.png
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2.2.4 Exame de Panicolaou

O exame foi criado por George Nicolas Papanicolaou (1941), com a finalidade de
identificar, pelo microscopio, células anormais, pré-malignas ou malignas. Esse método
também pode ser chamado de exame citopatoldgico ou citologico, citologia oncotica e ainda
citologia esfoliativa (BRASIL, 2016).

O Papanicolaou, hoje, é tido como a principal ferramenta de rastreio para o cancer
cervical, principalmente em mulheres que ja possuam atividade sexual ou que se encontram
entre 25 a 64 anos de idade, faixa etéaria € onde se diagnostica as lesbes de alto grau, que

podem ser tratadas de forma precoce, impedindo o desenvolvimento do cancer (INCA, 2016).

A coleta do material citologico € feita na rede publica de salide ou em laboratérios
privados. O Sistema Unico de Satde (SUS) dispde do Programa de Controle do Cancer do
Colo do Utero, que tem o objetivo de minimizar os niveis de incidéncia e mortalidade do
cancer cervical (DIOGENES et al., 2001; BRITO et al., 2007; INCA, 2016). E um método
indolor, feito pela coleta do material citoldgico do colo do Utero, com o espéculo vaginal,
sendo coletadas células da endoceérvice, usando-se a escova endocervical e da ectocérvice,
usando a espatula de Ayre, conforme mostra a figura 4 (BRASIL, 2002; PARKIN et al., 2005;
TROTTIER; FRANCO, 2006;).

Espeéeculo
Utero vagina
/“ Lamina de
L

microscopio a
ser preparada

|
\

Colo do utero Espatula —

Figura 4: Procedimento da coleta do material citologico.

Fonte: http://invida.med.br/diagnostico/exames-vaginais

Depois da coleta a amostra é transferida para uma lamina, em seguida essa lamina
passa pelo processo de coloracdo e no microscopio sera analisada para identificagdo de

possiveis alteraces nas células cervicais. Alguns cuidados sdo importantes na coleta como:


http://invida.med.br/diagnostico/exames-vaginais
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iniciais do nome da paciente, o nimero do registro da mulher no local da coleta, identificacdo
correta da ldmina com o cddigo do local que estd sendo realizada, como também deve ser
lembrado de fixar a amostra logo depois da coleta para evitar o dessecamento, sendo o

polietilenoglicol, o fixador mais recomendado (BRASIL, 2016).

A recomendacdo do Ministério da Saude é que o exame de Papanicolaou seja realizado
a cada trés anos, depois de dois anos consecutivos com resultados negativos (NILM) para
lesdo intraepitelial maligna. Ha uma necessidade quanto a orienta¢do as mulheres em relacéo
ao exame, tais como: ndo fazer o uso de duchas, ndo ter relacbes sexuais, ndo usar
medicamentos durante as 48 horas que antecipam o0 exame, para, assim, garantir uma maior
eficacia e confiabilidade nos resultados. Esse exame ndo deve ser realizado durantes o periodo
menstrual, pois interfere diretamente na visualizacdo do material celular, tornando o esfregaco
insatisfatério para o diagndstico citopatologico (BRITO et al.,, 2007; FERREIRA, 2009;
INCA, 2016; CASARIN; PICCOLI, 2011;).

A citologia pode proporcionar uma boa sensibilidade para a deteccdo de lesédo
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e alguns casos de lesdo intraepitelial escamosa de
baixo grau (LSIL). No entanto, resultados falso-negativos dos testes de Papanicolaou tém sido
relatados em até 30% dos casos. Como exemplo, pacientes que ja possuem alguma leséo
cervical apresentam a citologia negativa, podendo ser causada pela falta de representatividade
celular (SHI et. al., 2007).

2.3 METODOS DE DETECCAO DE LESOES CERVICAIS

2.3.1 Colposcopia

A colposcopia é um procedimento visual da cérvix, da vagina e dos labios vaginais externos
que permite localizar e identificar a lesdo que deu origem as células alteradas, como também
possibilita a determinacdo da sua extensdo e prediz o grau histoldgico da alteracao.
Geralmente é feita em mulheres com alguma leséo citoldgica e é disponivel na rede publica,
sendo também uma ferramenta usada na deteccdo de lesdes precursoras do cancer cervical
(KULASINGAM et al, 2006).
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2.3.2 Imunohistoquimica

O processo de identificacdo de antigenos nos tecidos com anticorpos, através de
coloracdes € definido como imunohistoquimica. O valor pratico dessa técnica reside na
identificacdo de varias estruturas celulares a nivel funcional e morfoldgico sem provocar
nenhum tipo de dano a ligacdo estabelecida entre o anticorpo e o antigeno. O
desenvolvimento de anticorpos monoclonais possibilitou uma gama de reagentes especificos,
gue podem ser usados na avaliacdo antigénica celular ou tissular, e o surgimento da
recuperacdo antigénica se caracterizam como dois acontecimentos importantes na historia da
imunohistoquimica (SALLES et. al., 2009).

2.3.3 citopatologia

A histopatologia é baseada no critério morfologico das células, sendo considerado o
padrdo ouro no diagndstico do CCU. Na avaliacdo da lamina, quando sdo encontradas células
da Juncdo Escamo-Colunar, dentre outras, indicam uma 6tima execu¢do da coleta. Para a
avaliacdo das células, nas &reas teciduais anormais, retira-se uma pequena amostra,
denominada bidpsia, completando assim a triade diagndstica: citologia, colposcopia e
histopatologia (STOFLER, 2011).

2.4 BIOMARCADORES

Um biomarcador ¢ uma molécula bioldgica usada como indicador de processos
biolégicos normais ou aberrantes, como também auxilia na avaliagdo da resposta
farmacologica numa intervencéo terapéutica. Podem ser de DNA, acido Ribonucléico (RNA),

ou um marcador de proteina medido diretamente nos tecidos, soro ou outros fluidos corporais
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(LARI et. al., 2011). Nos processos neoplasicos, os biomarcadores sdo usados no diagndéstico
da doenca, no estadiamento, no monitoramento da resposta ao tratamento e no prognostico do
paciente (KELLY et. al., 2006; LARI et. al., 2011).

Os recentes avangos tecnoldgicos gendmicos e protedmicos em conjunto com 0s
avancos das ferramentas de bioinformatica mostram uma variedade de novos biomarcadores
de céncer que sdo sensiveis e especificos, com impacto no diagnéstico e um melhor
acompanhamento do paciente. Os biomarcadores possibilitam o monitoramento de
acontecimentos moleculares essenciais em amostras citoldgicas ou histologicas e sdo capazes
de aprimorar a detecgéo de lesdes que tém risco de progressao em ambas as configuracdes de
triagem e de rastreio priméario (GUPTA et. al., 2010).

O uso de alguns biomarcadores como pl16 INK4a, Ki 67 e ProEx C (BD), tem sido
mencionado na literatura para facilitar a detecgdo de células anormais atraves de amostras
citoldgicas convencionais baseado em ensaio imunocitoquimico (BROWN et al., 2016). A
figura 5 mostra a expressdao de biomarcadores em lesdes intraepiteliais cervicais através da

imunohistoquimica.
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2.4.1 Anti-KI-67

O anti-Ki-67 é um anticorpo monoclonal, que tem o poder de identificar o antigeno
nuclear Ki-67, uma proteina ndo-histona, com peso molecular de 345 a 349 Kd, presente na
maioria das células que se encontram em proliferacdo (FIGURA 6). Esse antigeno esta
presente praticamente em todo o ciclo celular, do inicio de G1 a G2 e M, ndo sendo expresso
em GO, e por possuir tempo de meia vida curto, sendo degradado em até uma hora apos a
mitose, pode ser usado para medir a fracdo de crescimento celular (FITZGIBBONS et. al.,
2000). Partes recombinantes do antigeno de Ki-67 foram utilizadas como imundgenos, onde
se podem produzir novos anticorpos monoclonais, 0s quais se denominam: MIB-I, 1l e 1lI.
Vale salientar que MIB-1 e MIB-11l detectam o mesmo epitopo que o anti-Ki-67 (IQBAL,
2002; HAZAN, 2002).

-
-
a)

Figura 6 — Células Intraepiteliais Cervicais Positivas para KI 67 através de Imunocitoquimica (PERES, 2016)

Estudos como o de Torp (2002), que trabalharam com neoplasias astrocitarias, e o de
Motta e colaboradores (2009), que usaram o anti-Ki-67 para o diagnéstico e progndstico e
carcinoma da cavidade oral e lingua, associam o alto indice de Ki — 67 com um pior
prognostico da doenga. Varios outros trabalhos apontam o Ki-67 como ferramenta clinica do
padrdo de comportamento das neoplasias malignas, pois ocorre 0 aumento da sintese do DNA
da neoplasia resultando no aumento no numero de células marcadas com este antigeno
(TORP, 2002).
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O anti-Ki-67, detectado através de bidpsias, objetiva principalmente a determinacéo do
percentual de células tumorais que se dividem originando mais células cancerosas. Esses
dados sdo importantes no momento de escolher qual o melhor tratamento para o paciente
(SOUZA, 2009).

O anti-Ki-67 é tido como marcador de proliferacdo celular de maior confiabilidade,
utilizado em muitos casos como ferramenta no fator prognostico em tumores cuja evolugéo €
de dificil previsdo quando baseada somente em critérios histologicos (SCHOLZEN;
GERDES, 2000).

2.4.2 Anti-DNA Topoisomerase Il A

O Anti-DNATopoisomerase 11 A detecta a DNA topoisomerase Il Alfa (TOP Il A) que
€ uma enzima responsavel pela separacdo das cadeias de DNA durante a replicacdo. Essa
enzima tem sua elevacdo no final da fase G1 e anéafase, vindo a ter uma queda drastica no
inicio de G1 por a¢do de alguns fatores que regulam sua atividade, como a via de degradacédo
ubiquitina-proteossoma. Visto a importancia na regulacdo da replicacdo, se a TOP Il A esta
com altos indices de expressdo, concidera-se uma inducdo aberrante (FIGURA 7) (BROWN
et al., 2016), com excecdo de alguns tecidos com alto indice mitético como timo, medula
Ossea e testiculos. Sua expressdo aumentada estd associada significativamente com a
progressdo de NIC-I para NIC-111 (BECCATI et. al., 2008).
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Figura 7- Células Intraepiteiais Cervicais Positivas para TOP Il A através de
Imunocitoquimica (PERES, 2016)

Alguns estudos realizados nos ultimos anos mostram o Anti-TOPII A, em associagao a
outros marcadores, usados como marcadores de prognéstico em pacientes com cancer de
mama (MUKHERJEE, 2010).

2.5 QUIMILUMINESCENCIA

Uma técnica utilizada nos laboratérios como metodologia viavel para a deteccdo de
marcadores de proliferacdo celular, a quimiluminescéncia consiste na producdo de uma
radiacdo luminosa eletromagnética (podendo ser ultravioleta ou infravermelho) por uma
reacdo quimica (ROSSI, FERREIRA, 2002). A quimiluminescéncia é aplicada nas areas de
andlise por injecdo em fluxo, quimica analitica, cromatografia de coluna liquida,
imunoensaios e sistemas de separagdo por eletroforese capilar (GARCIA-CAMPANAet al.,
2003).

Os primeiros compostos a serem utilizados como marcadores na quimiluminescéncia
foram o luminol e o isoluminol, entretanto, foram ultrapassados por um composto de maior
sensibilidade, o éster de acridina (EA) (KRICKA, 2003). Sua quimiluminescéncia é

desencadeada pelo ataque do perdxido de hidrogénio a ligacdo éster do carbono nove em
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fortes condicOes alcalinas, onde ndo requer um catalisador, pois causaria interferéncias de
fundo (BROWN et al., 1997). A concentracdo desconhecida da amostra vai ser proporcional a
emissdo total de luz ou a um parédmetro fisico ligado a luminescéncia, como a cor polarizacao
da luz que foi emitida (CAMPBEL et. al., 1985).

Diversas analises em laboratorio, baseadas nos principios da quimiluminescéncia,
foram desenvolvidas para métodos que necessitam de alta sensibilidade, como a determinagéo
do fator de crescimento epidérmico, de citocinase de crescimento endotelial vascular. Varios
testes ja sdo disponiveis comercialmente, como por exemplo na avaliacdo de funcéo
tireoidiana, marcadores tumorais, hepatite, proteinas especificas dosagem de PSA e esteroides
(KRICKA, 2003).

E possivel identificar na quimiluminescéncia varias vantagens, dentre elas, limites de
deteccdo baixos (na faixa de fentomoles), sistema Opticos simplificado, ndo havendo
necessidade de uma fonte de radiacdo externa; substituicdo aos radioisétopos, os quais se
tornaram poucos populares devido a sua curta meia vida; ao possivel dano a salde e sdo
ensaios que possuem um curto tempo de execucéo e facil manuseio (GAMIZ-GRACIA et al.,
2009). Além do quem, representa um sistema frio onde a energia na forma de luz é produzida
diretamente de uma reacdo quimica, ndo passando por algum processo intermediario que
envolva calor (CATALANI, 1986).



29

3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, tem-se tido uma grande preocupacao em relacdo ao rastreamento para o
cancer de colo uterino, que acontece atraves da triagem citologica e que tem por objetivo
reduzir a incidéncia do cancer cervical. Entretanto, 0 método apresenta limitaces no que diz

respeito a sua sensibilidade em denotar a existéncia de lesbes pré-malignas

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Evidenciar a expressdo de marcadores moleculares Ki-67 e TOP Il A em amostras
cervicais de pacientes com lesbes intraepiteliais escamosas, utilizando o método

imunoguimiluminescente.

4.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer protocolo para imunocitoquimica por quimiluminescéncia em
amostras cervicais;

o Detectar, atraves deste protocolo, as proteinas Ki 67 (MIB-1) e TOP IIA celular
em pacientes com lesGes intraepiteliais escamosas;

e Correlacionar o padrdo de expresséo das proteinas em amostras celulares cervicais

com os resultados do exame citopatoldgico de rotina.
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, analitico e transversal.

5.2 Amostras e Local do estudo

As amostras utilizadas neste trabalho foram provenientes das coletas de material
cervical de pacientes atendidas no CENTRO DE REFERENCIA EM SAUDE DA MULHER
MARIA DE LOURDES LOPES LEMOS, situado no Municipio de Jaboatdo-PE. As coletas
ocorreram entre julho de 2015 e janeiro de 2016 formando uma populacdo de 31 pacientes

com idade entre 18 e 52 anos.

Os estudos citoldgicos e histopatologico foram realizados em laboratérios privados
conveniados ao municipio no momento do estudo. O estudo imunocitoquimiluminescente foi
realizado no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) nos setores de
Patologia e Bioquimica. O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Associacdo
Caruaruense de Ensino Superior — ASCES (ANEXO A).

5.3 Critérios de inclusao e exclusao

Este estudo teve como critério de inclusdo: todas as pacientes que assinaram o0 Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) e cujo exame citoldgico foi
positivo para lesdo intraepiteliail escamosa. Os critérios de exclusdo se aplicaram a todas as
pacientes atendidas fora do periodo do estudo, pacientes que ndo atenderam as
contraindicacdes da coleta, como, por exemplo, 0 uso de cremes vaginais, uso do DIU e

pacientes histerectomizadas.
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5.4 Coleta de material cervical

A coleta foi realizada da ectocérvice e endocérvice, simultaneamente, utilizando a
espatula e a escova endocervical, fazendo giros de 360°, percorrendo o contorno cervical
externo e interno, onde posteriormente foi depositado o material dentro do recipiente
contendo meio liquido especifico do sistema Liqui-PREP™, Foi feita uma contagem das
células através do microscopio para se verificar a significancia da amostra coletada. 50
microlitros da amostra previamente agitada foram espalhados uniformemente na lamina e

observou-se uma média de 1.000 células por campo.

5.5 Conjugacao do Anticorpo ao Ester de Acridina

Foi testada a imunoreatividade do anticorpo monoclonal anti-Ki-67 e anti-TOP 1l a,
utilizando o protocolo desenvolvido por Ponce e colaboradores (2006).

O éster de acridina (EA) foi conjugado ao anticorpo de acordo com o protocolo
desenvolvido por Weeks e colaboradores (1986). O conjugado (anticorpo-EA) foi submetido
a uma coluna de Sephadex G-25, equilibrada previamente com tampao fosfato pH 7,2. Em
seguida, aliquotas foram coletadas e a quantidade de proteina resultante da conjugacdo foi
determinada através de espectrofotometria. A quimiluminescéncia das amostras coletadas foi
mensurada no lumindmetro Modulus Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems) e a

intensidade da emissao foi determinada em Unidade Relativa de Luz (URL).

5.6 Estudo Imunoquimiluminescente

Para a execucdo dos testes, seguiu-se um protocolo desenvolvido pelo grupo de
pesquisa, usado para imunocitoquimica (LIMA, 2013) onde as amostras coletadas, contendo 2
ml, foram agitadas e separadas em ependorfs, submetidas a uma rotacdo de 5.000 RPM/4°C

por 15 minutos, em seguida passando por 3 lavagens com 50 microlitros de tampédo PBS,
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sendo descartados a cada lavagem, sob as mesmas condi¢des de rotacdo. Apds a lavagem, o
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 50 microlitros do anticorpo conjugado e
seguiu-se 0 processo de incubacdo de 2 horas. Ap0s isso, as amostras passaram por mais 3
lavagens com 500 microlitros de PBS, em seguida, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 50 microlitros de PBS novamente e assim passando as amostras no vortex

resuspendendo as células cervicais. Por fim, foi feita a leitura no lumindémetro.

5.7Analise dos Dados

A anélise dos resultados obtidos das amostras foi feita através do software estatistico
livre R, versdo 3.3.1. Foi aplicado o teste ANOVA para andlise da associacdo dos grupos,
como também foram aplicados os testes T de Student e Tukey estabelecendo a significancia (p
<0,05).
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6. ARTIGO ORIGINAL
Perfil Imunoquimiluminescente das proteinas Ki-67 e Top 1A em LesGes

Intraepiteliais Cervicais
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Bezerra de Medeiros?; Carlos Eduardo de Queiroz Lima!; Mario Ribeiro de Melo-Junior?.

1. Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Pernambuco, Brasil;
2. Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita), Pernambuco, Brasil.

ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is a worldwide public health problem that affects mainly
developing countries like Brazil. The Human Papilloma Virus is the main cause of this cancer
and is present in 99% of cases. The primary method of screening today is the Pap smear, but it
has some limitations and in recent years have been developed methodologies that aim to
minimize these limitations to the use of cell proliferation markers. The Ki-67 and TOP lla
markers when they have very high expression levels indicate aberrant induction were used.
The measurement of these markers can be made by some methods such as
Imunochemiluminescence. Objectives: To detect the Ki-67 and TOP lla markers in cervical
lesions and relate to conventional cytological results. Methods: 31 women participated in the
study forming five groups: NILM, ASC US, ASC H, LSIL and HSIL. Results: Data analysis
showed that the Ki expression 67 the LSIL groups - NILM (0.0208905) and LSIL - ASC
(0.0208905) and expression TOP lla the NILM groups - LSIL (0.0126204) were significant at
the 5% significance. Conclusions: The Ki-67 and TOP Il markers are effective in screening

and monitoring of cervical lesions, but are needed depth studies with a larger sample.

Keywords: Imunoquimioluminescéncia, antibodies, Cervical Cancer, Anti Ki-67, Anti TOP

la.

INTRODUCAO

O cancer do colo do utero é um problema de saude publica mundial, que afeta
principalmente paises em desenvolvimento. Suas altas taxas de incidéncia e mortalidade
acometem, em sua maioria, mulheres que se encontram na fase reprodutiva e de baixo nivel
socioeconémico (INCA, 2016).
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A estimativa da OMS é de aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo,
causando a morte de aproximadamente 230 mil mulheres por ano. O nimero de novos casos
estimados para o Brasil no ano de 2016 é de 16.340, com um risco de 16 casos para cada 100
mil mulheres (BRASIL, 2016).

O principal causador desse tipo de cancer é o HPV (Papiloma Virus Humano), estando
presente em 99% dos casos. Os subtipos mais comuns para essa neoplasia sé&o o 16 e 18.
Podem-se apontar outros cofatores predisponentes para o aparecimento dessa doenga como
uso de contraceptivos orais, multiplicidade de parceiros sexuais, baixa condicdes
socioecondmicas, higiene intima inadequada e tabagismo (PARKIN et al., 2005; TROTTIER,;
FRANCO, 2006).

Para o rastreio do cancer cervical, atualmente, 0 método indicado como o principal € o
exame de Papanicolaou, realizado principalmente em mulheres que ja tenham vida sexual
ativa ou que estejam na faixa etaria de 25 a 64 anos de idade, onde se diagnostica as lesdes de
alto grau (INCA, 2016).

Existem algumas limitacGes desse teste, mesmo com seu vasto uso, que prejudicam a
sua sensibilidade e especificidade como: resultados falso-negativo devido a erros de coleta,
como também falta de experiéncia profissional, dentre outros (TAVARES, 2007).

Para reduzir esses problemas nos ultimos anos vem sendo desenvolvidos novos testes
visando melhorar o rastreio e prognostico da doenca, dentre eles, o uso de marcadores de
proliferacdo celular. O uso de alguns marcadores como Ki 67, p16 INK4a e ProEx C (BD),
tem sido reportado para facilitar a deteccdo de células anormais através de amostras
citoldgicas convencionais baseado em ensaio imunocitoquimico (BROWN et al., 2016).

O Antigeno nuclear Ki-67 encontra-se em todas as fases do ciclo celular, com excecéo
da fase GO. Sua expressdo varia de acordo com a fase do ciclo, sendo alcangado o pico nas
fases G2 e M. A Topoisomerase lla (Top lla) € uma enzima do nucleo participante de etapas
do metabolismo do DNA (ENGELSTAEDTER, 2012). Quando essa proteina esta super-
expressa considera-se uma inducdo aberrante (BROWN et al., 2016).

A atividade dessas proteinas pode ser medida através de técnicas como a
guimiluminescéncia que possui alta sensibilidade e seletividade, sendo assim, uma ferramenta
bastante atraente (COELHO, 2002).

Assim, no presente trabalho, objetivou-se avaliar o perfil dos marcadores Anti-Ki-67 e
Anti-TOP lla utilizando o método imunoquimiluninescente visando um rastreio precoce das

lesBes cervicais utilizando amostras em meio liquido
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METODOLOGIA
Tipo de estudo, Amostras e Local do estudo

Trata-se de um estudo observacional, analitico e transversal. As amostras utilizadas neste
trabalho foram provenientes das coletas de material cervical de usuarias do CENTRO DE
REFERENCIA EM SAUDE DA MULHER MARIA DE LOURDES LOPES LEMOS,
situado no Municipio de Jaboatdo-PE. As coletas ocorreram entre julho de 2015 e janeiro de
2016 formando uma populacédo de 31 pacientes.

Os estudos citoldgicos e histopatologico foram realizados em laboratérios privados
conveniados ao municipio no momento do estudo. O estudo imunocitoquimiluminescente foi
realizado no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE) nos setores de

patologia e bioquimica.

Consideracdes Eticas
O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Associacdo Caruaruense de Ensino
Superior — ASCES, n° 1.050.262

Critérios de inclusao e exclusao

Este estudo teve como critério de inclusdo: todas as pacientes que assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e cujo exame citologico foi positivo para lesdo
intraepiteliail escamosa. Os critérios de exclusdo se aplicaram a todas as pacientes
histerectomizadas e que foram atendidas fora do periodo do estudo.

Coleta de material cervical

A coleta foi realizada da ectocérvice e endocérvice, simultaneamente, utilizando a
espatula de Ayre e a escova endocervical, movimentadas em giros de 360°, percorrendo o
contorno cervical externo e interno, sendo posteriormente realizado o deposito do material
dentro de recipiente contendo meio liquido especifico do sistema Liqui-PREP™. Foi
feita uma contagem das células atraves do microscéopio para se verificar a significancia da
amostra coletada. 50 microlitros da amostra previamente agitada foram espalhados

uniformemente na lamina e observou-se uma média de 1.000 células por campo.

Exame citopatoldgico
Apols a coleta, as celulas foram fixadas, submetidas ao processo de coloragao

citoldgica e encaminhadas para a leitura em microscépio dptico para serem classificadas de
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acordo com a nomenclatura: Negativo para Leséo Intraepitelial Maligna (NILM), Atipia de
Significado Indeterminado (ASC US), Lesdo de baixo Grau (LSIL), Atipia de significado
Indeterminado ndo excluindo Leséo de Alto Grau (ASC H) e Lesédo de Alto Grau (HSIL) para
posteriormente serem comparadas com os resultados da Imunoquimiluminescencia.

Estudo Imunocitoquimiluminescente

Foi testada a imunoreatividade do anticorpo monoclonal anti-Ki-67 e Anti-TOP Il A,
utilizando o protocolo desenvolvido por Ponce e colaboradores (2006).

O éster de acridina (EA) foi conjugado ao anticorpo de acordo com o protocolo
desenvolvido por Weeks e colaboradores (1986). O conjugado (anticorpo-EA) foi submetido
a uma coluna de Sephadex G-25, equilibrada previamente com tampao fosfato pH 7,2. Em
seguida, aliquotas foram coletadas e a quantidade de proteina resultante da conjugacédo foi
determinada através de espectrofotometria. A quimiluminescéncia das amostras coletadas foi
mensurada no lumindmetro Modulus Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems) e a
intensidade da emissao foi determinada em Unidade Relativa de Luz (URL).

Anélise Estatistica

A anélise dos resultados obtidos das amostras foi feita através do software estatistico

Livre R versdo 3.3.1. Foi aplicado o teste ANOVA para analise da associacdo dos grupos,

como também foram aplicados os testes T de Student e Tukey estabelecendo a significancia p
<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de coletas foram obtidas 31 amostras de pacientes com idade entre
18 e 52 anos. Apds a leitura das laminas citoldgicas, 11 amostras apresentaram normalidade
(NILM), 13 amostras apresentaram LSIL, 2 pacientes com HSIL, 3 amostras com citologia
ASC-US e 2 pacientes apresentaram ASC-H como mostra a tabela |.

Tabela I — Citologias coletadas entre julho de 2015 e janeiro de 2016.

CITOLOGIA NUMERO DE PERCENTUAL %
AMOSTRAS
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NILM 11 35,6%
LSIL 13 41,5 %
HSIL 2 6,5 %
ASC-US 3 9,7 %
ASC-H 2 6,5 %

Apos a coleta, as amostras foram submetidas ao teste de Imumoquimiluniescencia para
a deteccdo de Anti-Ki-67 e Anti-TOP Il a.

Foi aplicado o teste T de Student para amostras independentes como o objetivo de
comparar os resultados entre os grupos para os dois marcadores considerando amostras
significativas com p valor <0,05. O grupo ASC é composto pelas amostras ASC US e ASC H
e o0 grupo HSIL ndo pdde ser analisado por esse teste por ndo ter um nimero significativo para
ser comparado. Em nenhuma das analises foi encontrada significancia para esse teste como
visto na tabela Il.

Tabela Il — Comparagéo dos grupos NILM, ASC e LSIL para expressdo de Anti-Ki-67 e
posteriormente para Anti-TOP Il a através do teste T de Student.

Grupos (Expressdo Ki — 67) P — Valor
NILM — ASC 0.5821
ASC - LSIL 0.1816
Grupos (Expressédo TOP 11 A) P — Valor
NILM — LSIL 0.6358

Para a expressdo Anti-Ki-67 foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) sendo
observado que ha diferenga significativa entre as lesbes (P-valor 0.0165), visto que as

diferencas entre as médias dos grupos foram significantes (P valor < 0,05).

A tabela 111 mostra as diferencas entre as medias dos pares de amostras atraves do teste
de TUKEY. Apenas LSIL — NILM e LSIL — ASC foram significativas ao nivel de 5% de

significancia.

Tabela 111- Médias de expressdo de Anti Ki- 67 dos grupos pelo teste TUKEY.
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Grupos P —Valor
NILM-ASC 0.9104332
NILM-LSIL 0.0208905
ASC-LSIL 0.0437539

A figura | mostra os valores das amostras que apresentaram diferencas significativos.
O grupo NILM apresentou uma leitura da RLU menor que a leitura da RLU grupo LSIL. O
mesmo aconteceu com a leitura do grupo ASC comparado a leitura do grupo LSIL, sendo que
o valor é referente a uma amostra ASC-US.

Amostras significativas (P valor: <0,05) : Ki 67

NILM LSIL ASC LSIL

Figura | — Valores das amostras de Anti-Ki 67 significativas pelo teste de Tukey.

Para a expressdo da TOP Il A também foi aplicado o teste de analise de variancia
(ANOVA) e foi concluido que ha diferenca significativa entre as lesbes (P-valor 0.0159),

visto que as diferencas entre as médias dos grupos foram significantes (P valor < 0,05).

Os pares com diferencas significativas sdo aqueles com o P-valor <0,05. Como visto
na tabela 1V, apenas a comparacdo LSIL — NILM foi significativa ao nivel de 5% de
significancia.

Tabela IV — Médias de expressdo de Anti-TOP |1 A dos grupos pelo teste TUKEY.

Grupos P —Valor
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NILM-ASC 0.3525189
NILM-LSIL 0.0126204
ASC-LSIL 0.1550407

Na figura 1l é possivel observar os valores das amostras que apresentaram diferencas
significativas para o teste de Tukey. O grupo NILM mostra uma leitura da RLU bem inferior
a leitura da RLU grupo LSIL.

Amostras significativas (P valor: <0,05) : TOP lla

202.281
70.937
NILM LSIL

Figura Il — Valores das leituras das amostras de Anti-TOP Il A significativas (P<0,05) pelo teste de
Tukey.

Considerando positivas as amostras acima da média calculada para cada grupo, a
tabela V apresenta a positividade das amostras para Ki 67, positivas para TOP Il A e positivas
para ambos os marcadores, observando, por exemplo, que no grupo NILM das 11 amostras, 4
foram positivas para os dois marcadores e no grupo LSIL das 13 amostras, 5 apresentaram-se

acima da média.

Tabela V — Perfil Imunoquimiluminescente dos grupos citoldgicos para Ki-67 e TOP Il A.
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Quando dispostas as médias de RLU dos grupos, foi
comportamentos diferenciados. Na expressao Ki 67, as médias ndo se comportaram de forma
exponencial de acordo com o grau de lesdes como mostra a figura IlI.

Figura I11 — Médias da expressdo Imunoquimiluminescente de Anti-Ki 67 nos grupos NILM, ASC
US, LSIL, ASC H e HSIL

J& as médias de expressdo TOP Il A aumentaram de forma gradual. Quanto maior o

notado que houve

NILM

ASCUS

93.411

LSIL

75.932

46.039

ASCH

HSIL

grau da lesdo, maior a média do grupo como visto na figura IV.
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125.028

111.187

90.059

72.578 75.884

NILM ASCUS LSIL ASCH HSIL

Figura IV — Médias da expressdo Imunoquimiluminescente de Anti-TOP Il A nos grupos NILM,
ASC US, LSIL, ASC H e HSIL.

Um estudo de Peres e Colaboradores (2016) com amostras de 110 mulheres de um
servico publico utilizando a técnica de imunocitoquimica, fez o uso dos marcadores celulares
Ki 67 e Top lla para o rastreio do cancer cervical. Mesmo usando técnicas diferentes, nos dois
trabalhos foi possivel observar que houve uma maior positividade de TOP Il a para HSIL e Ki
67 LSIL, assim confirmando a eficacia da combinacao desses dois biomarcadores de rastreio

e prognostico e da técnica imunoquimiluminescente.

Em concordancia com o presente estudo, Brustmann e Naudé (2002) realizaram um
estudo usando os marcadores Ki 67, TOP Il A, P 53 e NOR em lesdes escamosas de vulva
ressaltando excelentes resultados na associacao de TOP Il A e Ki 67, classificando como Uteis
no rastreio de lesdes e mostrando também a importancia do uso de marcadores em associagao

para uma maior eficacia dos resultados.

Um estudo onde foi analisado o perfil de expressdo de Ki 67 no Bocio Coldide em
comparagdo com o Carcinoma Papilifero (SOUZA, 2009) onde a média de marcacdo para o
bocio foi de 13,9% e do carcinoma foi de 38,3% mostrando, assim como no presente estudo,
onde a expressdo de Ki no grupo NILM foi menor que no grupo LSIL, que quanto maior 0
grau de lesdo, maior a expressdao do marcador, 0 que ocorreu também com a expressao de
TOP 1IA. O estudo de Terzian e colaboradores (2007) mostrou o comportamento dos
marcadores Ki 67 e Caspase 3 em neoplasias mamarias em cadelas associando também sua

maior expressdo a um pior prognostico da doenca.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brustmann%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12144828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naud%C3%A9%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12144828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naud%C3%A9%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12144828
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Em contrapartida, o estudo de Davidson e colaboradores (2000) usando os marcadores
Ki 67 e TOP Il A em 64 amostras de lesdes cervicais ndo encontrou relacéo significativa entre

a expressdo dos marcadores e a sobrevida das pacientes com carcinoma escamoso.

Quanto ao ensaio quimiluminescente, é notoria sua eficacia pela sua sensibilidade e
especificidade corroborando com estudos como o de Lima (2013) que aplicou essa técnica
para deteccdo de lecitinas em tumores cutaneos. Em concordancia com o nosso trabalho
também Araujo-Filho e Colaboradores (2013) usaram a quimiluminescéncia para deteccdo de
Galectina-3 em adenocarcinoma de préstata. Demonstrando resultados significativos, afirmam
que esta técnica € especifica e sensivel que pode ser usada como ferramenta no diagnostico

precoce por sua deteccdo a nivel molecular.

Este estudo é pioneiro no uso dos marcadores Ki 67 e TOP Il A em amostras
provindas de meio liquido. Uma limitacdo deste estudo foi a quantidade de amostras
relativamente pequena como também a auséncia de casos de carcinoma escamoso para que

houvesse uma melhor comparacao do perfil de expressdo dos marcadores.

Diante do exposto, conclui-se que os marcadores Anti-Ki 67 e Anti-TOP Il A séo
ferramentas eficientes no rastreio e acompanhamento das lesbes cervicais, porém sdo
necessarios estudos aprofundados, com uma amostragem maior para que haja uma maior
significancia estatistica. Conclui-se também que o método imunoquimiluminescente é eficaz
no rastreio das lesdes cervicais por possuir alta especificidade, alta sensibilidade, facil

execucdo e curto tempo de realizacao.
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7. CONCLUSOES

e A associagdo dos marcadores tumorais Anti-Ki 67 e Anti-Topoisomerase Il A
mostrou-se significativa no rastreio das lesdes do cancer do colo do Utero, sendo que a
Topoisomerase 1l A apresentou mais especificidade de acordo com o grau da leséo,
podendo ser considerada um excelente marcador de proliferacéo celular.

e S&0 necessarios mais estudos com uma maior amostragem para obtencdo de mais
informacdes e a elaboracdo de estratégias para a melhoria do protocolo. Também é
necessaria a comparagdo com dados epidemioldgicos e dados da colposcopia.

e A técnica de Imunoquimiluminescencia apresentou eficicia na deteccdo das lesbes
cervicais, podendo ser uma ferramenta no rastreio e acompanhamento das lesdes por

se mostrar altamente sensivel e especifica.
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rACULUVADE

JASCES

CUIDAN

CONSTRUINDO SEU FUTURO.

APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada: Identificacdo de
marcadores moleculares por imunocitoquimica em amostras cervicais de pacientes com lesdes
intraepiteliais processadas por citologia em base liquida (Liqui-Prep™).

Com este trabalho, pretendemos testar alguns biomarcadores em amostras citolégicas de
cérvice uterina processadas em citologia em base liquida, contribuido para melhor diagnéstico e
progndstico das lesdes intraepiteliais cervicais e cancer, contribuindo na prevencao do cancer
cervical e consequentemente para a saude da mulher.

Os riscos serdo minimizados, visto que o procedimento é rotineiramente realizado na pratica
laboratorial sem gerar danos a paciente. O que podera ocorrer serd um pequeno desconforto, o qual
serd atribuido apenas a coleta de amostra de material cérvico-vaginal apds introducdo do espéculo
apropriado a nivel vaginal, permitindo visualizagdo do colo uterino. Serdo utilizadas escova e
espatula especial, para 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 minimizado, visto que a abordagem sera individual e sigilosa, além de que
esta manipulagao de dados sera de total responsabilidade dos pesquisadores envolvidos.

Sua participacdo ndo é obrigatdria. A sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo
com o pesquisador ou com a Instituicao.

Os resultados obtidos por meio desta pesquisa serdo publicados sendo assegurado o sigilo sobre
a sua participacao, bem como os seus dados pessoais.

Como participante vocé recebera uma cépia deste termo, onde constam os telefones e o
endereco da Instituicdo vinculada aos pesquisadores, e nos disponibilizamos a tirar todas as duvidas
qgue possam surgir relativas a pesquisa e sua participagao.

Declaro para devidos fins que entendi os beneficios, riscos e objetivos da minha participa¢do na
pesquisa intitulada identificagdo de marcadores moleculares por imunocitoquimica em amostras
cervicais de pacientes com lesGes intraepiteliais processadas por citologia em base liquida (Liqui-
Prep™).
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Assinatura do Participante ou Responsavel Legal

Adrya Lucia Peres Bezerra

Professora Responsavel

Contato dos Pesquisadores
Adrya Lucia: 81 —9633-2414
Catharine Criséstomo: 81-9232-1809
Ledson Braga: 83 99621-6996

Carlos Eduardo: 81 -




ANEXO A — Certificado de Aprovacio do Comité de Etica

ASSOCIACAD CARUARUENSE mo
DE ENSINO SUPERIOR - W
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDE D PROJETD DE PEEGQUIEA

Thulo da Pecgulea: IDEHTIFII::F;I;.’.D DE MARCADORES MOLECULARES FOR IMUMCCITOQIRIICA
EM AMOESTRAS CERVICAIR DE PACIEMTES COoM LESOES INTRASFITELIAIS

FROCEZZADAS POR CITOLOGIA EM BASE LIUIDA (Liqui-FREPTM).
Pecgulcador: ADRYA LSS FERES EEZERRA DE MEDCEIRDZ
Ar=a Tematioa:
Varcdao: 1
CAAE: 43315515.5.0000.5203
I'IFH'I:I.IF;I-EI:I F'rl:lp-urlufﬂl!:hEEiH:'.-I.'l.l;J.I:l CARLARLUEMEE DE ENSING SUFERICH
Patrocinador Prinddpal: S irancisemio Froprio

DADCE D PARECER

Homsnz do Parsosr: 1.050.282
Data da Redaforia: 07042015

Aprecentagdo do Projedo:

0 presenks Frojeio de Pesquisa, intiulsdo 'IDEH'I'IFH:.-'I.I;..J.I} CE MARCADCRES MILECULARES POR
BAUNCCITOOUIMICA BEM AMOSTRAS CERVICAIZ DE PACIENTES COM LEZOEE BTRASFITELIAIZ
PROCESSADAS POR CITOLOGIA EM BAZE LIGUIDA (Liqul-PREFTM)", rala-se de um asiuda
obsermacional, analitico = longhudinal. A selscio de amosiras se dard por comveniénda induindo pacientes
adma de 18 anos atendidas no pericde do estudo gue mosirarem resultados do exame cEoldgico com
anormalldades (A3C-UE LB, HBIL ou CAncer) & fSorem encaminhadas &0 o=niro de referdncks =m
colposcopla do Municipla de Jaboatic-PE. Sendo o estude cBopaloldgice desenvalvide no laboraticia
Labocko, prestador de servipo credencdado ao SI2CAN, |4 as rea-;ﬂts Imumocitcaquimicas & as andllkses
moleculares no Laboraitnio de Paiologia do LR (Laboraitno de Imunopaiologhs Eelso Asam(HUSFE. Para
o qual se =cpery defectar expressio das proteinas KI-67 &= TOF lla nas amostras choldglcas com
ancrmalidades (atiplas, iesfes inraspisiaks ou cincer) alraves da reaglo Imunocitoquimica; Identificacio
DHA do HPY em amostras cervicals & assoclacgio as aiteragles cRologicas, a Infecclo peio HEV & a
eypressio das profeinas KHET & TOF lla nas amoshras analls=sdas.

Objedivo da Pecgulca:
Chjsfivo Prirdrio:
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Bairro:  Usdvsrnidro CEP: =s5AEDI0
e PE Henicipls: SRR
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Analisar a E!'IIFE!!!G de marcadores moleculares =m amosbas citolsgicas com anormaldades &
processadas em mele llquido &m mubsres submetidas 50 rasbeamends do cAmceEr cervical.

Cihjevo Sascunddinio:
* Processar amosiras chobgicas cervicals peio memdo: em meks Diguidcs
» Verficar 3 sxpressio das prol=inas #3-57 = TOP |3 nas amostras ciolsgicas oo anomalidsdes (atpias,

lesfies IntraspReilals ou cAnoer) araves da reaclo muncchogquimicasquimiciuminescencia;

* jdentficar DA do HPY em amcsias. cervicals;

» Agsociar as altemcles dinibgicas, a infecglio peio HPY & & expressio das proteinas BI-5T & TOP lla nas
amoairas analls=ydas;

» frompanhar & evpressio dos marcadores Ccom oS resukados da clioiogla, mos © = 12 MESES 3pOS
monioamendn das paclenbes;

Avallagdo dot Rlcoos o Banefolos:
Risrs:

05 riscos serio minimizados, visto que o procediments & robineraments reallzsdo na prafca laboratorial
sem gerar danos a pacikenie. O que posderd oooimer sard um pEqueno desconforto, o qual serd atrikalda
apenas 4 coleta de amostra de maiedal cErvico-vaginal apds Intreduglo do espéoulo apropriado a nikel
waginal, permitindo visusitzacio do colo uiernno. Serdo utiadas escova & espdtula especial, pam rEmover
algumas o&ulas do colo do Olero, as quals serfo mardadas a um aboratério para serem anallsadas

microsooplcaments. O rsoo de =Xpor a5 pacienies a QualsQuer
comstrangimenios sad minkmizado, visho gue a abordsgem serd indvidual = sigilosa, akdm de gue esta
rmanipulagdo de dados serd de fotal responsablidade dos pesguisadores envolvidos.

Beneficios:

Berlio beneficios a realzacho de exames sem cusio aigum as paclenbes que parficiparem da pesgulsa;
meores esclanscimenios reiacionados a0 desemvoivimento de lesfies & cancer cenvical,

Comentirios & Conclderagdes cobre a Pecquisa:

Segundo dydes do Instiutc Madonal d= CAncer José Alencar Gomes da Shva (2014), a5 estmalivas pars o
ano de 2014 = Z015 de momery de movos cas0s do cncer do colo do Olero e molheres segursdo
Iul:ul.'.':.t;!u primaria mo Brasll £ de 15 550, samdo considerado no Nomdesh Brasielm como O Sspumdo malks
frequerie. O disgrdsiico precoce do cimcer do oolo sberino permibe o

Erdarsgs  Avwnida Fotugs. 5594
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ur: PE Henicipls:  CAMLLEEL
Talafona: (@) 29 0520900 Faa- @D Eomall: copfumsoee s =

Pl e T

54



ASSOCIACAO CARUARUENSE e
DE ENSING SUPERIOR - w

Cordram i & Fanaes 1 000080

rasireamenio des lesles de oolo &m
zuas fazes inicius anfes de se tornarem lesbes invasivas siravds de um mdiodo de detecclo conhecido

Como exame de Fapanicolau. Logo este estudo bem como objetho a identficacio de mancadores
mimleculares por Imunocifoguimica =m amostras cervdcals de paclentes com lesles IntraepEellals

processadas por diologia em base liguida (lquHpreptm). Traés-se, portanio, de o= eevanis mbals que
frard bereefichos a5 pacentes paricpantes da pesguiss, bem oMo &0 Conjunio da sockedsdes & omunikdade
iclemiifica.

Conclderaghec cobre of Termos de aprecentagdo obrigatdria:

~oram apresentsdos o Termas Obrigaitrics, oombrme exigéndas do Bisierma CEFCOMNEP.

oo mesndag e

Mo TCLE, recomenda-se aresoeniar o5 nomes = ielsfones de confaio dos pesgulsadones. spvoividos na
PEoqdsa.

Concduclec ou Penddnolas & Licta de Inadeguagies:

No TCLE, recomenda-s& acresceniar 05 nomes = feefones de confaic dos pesqul sadores. spvoividos na
pesquisa.

Frojetn de Pesguisa aprovado para execupio.

Btuagdo do Pansosr

Aprohado

HeosccHa Apmmalagdo da CONER:

Mo

CARUNRLY, OS die Malks d= 2015

ALEINAED por:
ROEIEL JOZE DOE SANTDS
{Coordenador
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