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RESUMO

Fukazawa EM. Analise dos padrdoes de expressio imunoistoquimica da
ciclooxigenase-2 (COX-2), C-ERBB-2 E receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR) em lesdes precursoras e invasoras do colo do utero através
do tissue microarray. Sao Paulo; 2008. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antdnio
Prudente]

O cancer do colo do ttero permanece como importante problema de satide em todo o
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento. A introducdo de vérios
sistemas de culturas de células para analisar o mecanismo de multiplas etapas da
carcinogénese do colo do utero, propiciou melhor compreensdo das vias de
sinalizacdo envolvidas no controle da proliferacdo celular da neoplasia intra-epitelial
(NIC) para o carcinoma invasivo. Dessa forma a interacdo das proteinas E6 e E7 do
HPV de alto risco com vias de sinalizagdo da COX-2, EGFR e c-erbB-2 parece
constituir importante via carcinogénica no colo do tutero. Além disso, estudos
recentes demonstram interagdo entre as vias de sinalizagdo da COX-2 com o do
EGFR e c-erbB-2, formando uma al¢a de amplificagdo dos sinais que facilitam o
processo carcinogénico. No entanto nenhum estudo tem analisado a expressdo destas
trés proteinas na transi¢do das NICs de graus I, II e III para o carcinoma invasor em
amostras de tecido. Com o intuito de analisar a expressdo destas proteinas durante a
progressdo do carcinoma epidermoéide do colo do utero, resgatou-se 179 amostras de
carcinoma epidermoide estadio clinico I e 232 de NIC, do arquivo de Anatomia
Patologica do Hospital AC Camargo e Instituto Brasileiro de Controle ao Céancer. Os
resultados da imunoistoquimica foram analisados através do ACIS Ill(sistema de
analise de imagem automatizado). O método digital permite analise quantitativa da
expressao protéica de modo répido e confidvel, além de resolver a discordancia entre
os diversos observadores com relacdo a intensidade de imunomarcagdo. A
intensidade da expressdao da COX-2, EGFR e c-erbB-2 correlacionaram-se com o
grau de severidade histologica da NIC para o CEC com p<0, 0001. O presente estudo
sugere que estas proteinas podem estar envolvidas na progressdo do cancer do colo
do utero e que a avaliagdo quantitativa destes marcadores por meio da analise digital

demonstra ser ferramenta eficiente.



SUMMARY

Fukazawa EM. [Analysis of COX-2, EGFR and c-erbB-2 expression in non-
invasive squamous precursor lesions and cervical squamous cell carcinoma
assessed using tissue microarray|. Sao Paulo; 2008. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Antonio Prudente]

Cervical cancer is an important heath problem all around the world, mainly in
developing countries. The introduction of many cell culture systems wich analyse the
mechanism of multi-step cervical carcinogenesis permitted a better comprehension of
the signal transduction pathways involved at the control for cell proliferation of
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) to invasive carcinoma. Thus, the interaction
of proteins E6 and E7 of high risk HPV type with COX-2, EGFR and c-erbB-2
cellular protein seems to build an important carcinogenic pathway at cervical cancer.
In addition to that, recent works demonstrate cross-talk between COX-2 and ErbB
family signaling pathways, involving extensive feedback regulation to amplify the
signaling that facilitate the carcinogenic process. On the other hand, none study has
related the expression of these proteins at transition of CIN with grades I, II and III to
cervical squamous carcinoma in tissue samples. With intention of analyze the
expression for these proteins during the progression of cervical squamous carcinoma,
179 cervical squamous carcinoma samples with clinic stage I and 232 CIN sample
were recovered from the Pathologic Anatomy’s File of AC Camargo Hospital an
IBCC. We chose to interpret the results of immunohistochemical analysis using the
Automated Cellular Imaging System (ACIS) for digital microscopy-assisted analysis.
With the assistance of a computer, ACIS analysis help eliminate the inherent
variability of pathologist based scoring. The intensity of expression of COX-2,
EGFR and c-erbB-2 is correlated with the CIN histological severity for CEC with
p<0,001. The present study suggests that these proteins can be involved at the
progression of cervical cancer and the use of automated image analysis to remove
some of the subjective nature of assay interpretation may all increase the precision of

immunohistochemical.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do ttero ¢ a segunda neoplasia mais comum entre mulheres
no mundo. Ha registros de quinhentos mil casos novos ao ano e cerca de 230 mil
mulheres vao a 6bito devido a esta neoplasia (Ministério da Satude 2007).

Em torno de 80% dos casos novos ocorrem nos paises em desenvolvimento.
Atribui-se este alto indice, principalmente, a falta de um programa de rastreamento
adequado. Estima-se que no ano de 2008 o Brasil tenha cerca de 18.680 novos casos
de cancer do colo do utero, com um risco estimado de 19 casos a cada 100 mil
mulheres (Ministério da Saude 2007).

O tipo histologico mais freqiiente de carcinoma invasivo do colo do ttero ¢ o
carcinoma epidermoide, constituido por células malignas originadas no epitélio plano
estratificado. O carcinoma epidermoide do colo do utero ¢ sempre precedido por
alteragdes cito arquiteturais, restritas ao epitélio de revestimento do colo do ttero,
sem invasdo do estroma cervical, caracterizando as neoplasias intra-epiteliais do colo
do utero (NIC). Essas lesdes foram descritas no inicio do século XX e receberam a
denominagdo de displasia (leve, moderada, severa) e carcinoma in situ pelo Comité
da International Federation of Gynecology and Obstetric, da Organizagdo Mundial
de Satde em 1961 [FIGO/OMS] (WRIGHT et al. 2002).

Em 1967, Richard, introduziu o termo neoplasias intra-epiteliais do colo do
utero (NIC). Dividiu-as em graus I, II, III, dependendo da proporcao da espessura do
epitélio que apresenta células maduras e indiferenciadas (WRIGHT et al. 2002). Na

NIC I as células indiferenciadas estdao limitadas ao tergo inferior do epitélio. Na NIC
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IT estas alteragdes celulares estdo restritas aos 2/3 inferiores do epitélio e nas lesdes
NIC III as anomalias nucleares se estendem por toda a espessura do epitélio.

Em 1988, na cidade de Bethesda, um grupo de especialistas criou o Sistema
Bethesda para classificar as alteragdes citologicas observadas nessas lesdes, que
precedem o carcinoma invasivo. De acordo com esta classificagdo a displasia leve ou
NIC I e casos de condilomas correspondem as lesdes intra-epiteliais de baixo grau.
As displasias moderadas, acentuadas ou NIC II e IIl e o carcinoma in Situ
correspondem as lesdes intra-epiteliais de alto grau (WRIGHT et al. 2002). A
correspondéncia entre as principais classificagdes citologicas e histopatologicas estao
sumarizadas na tabela 1. A terminologia de NIC foi adotada neste estudo para nos

referirmos a essas lesoes.

Tabela 1 - Correspondéncia entre as principais classificagdes cito- histopatologicas.

FIGO/OMS (1961) Richard (1967) Sistema de Bethesda (1988-2001)
Displasia leve NICI Lesao intra-epitelial de baixo grau
Displasia moderada NIC II Lesao intra-epitelial de alto grau
Displasia acentuada NIC I Lesao intra-epitelial de alto grau
Carcinoma in situ NIC III Lesdo intra-epitelial de alto grau

Legenda: FIGO = International Federation of Gynecology and Obstetrics; OMS = Organizagdo
Mundial de Saude; NIC - neoplasia intra-epitelial.
Fonte: WRIGHT et al. (2002)

Em exaustiva revisao na literatura sobre a historia natural da NIC durante os
ultimos 40 anos, OSTOR (1993) relata que a freqiiéncia média de progressao para

carcinoma in sSitu ¢ de 11% para a NIC I e de 22% para a NIC II. A probabilidade de
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a NIC progredir para carcinoma invasor ¢ de 1% para NIC I, para NIC Il ¢ de 5 % e
para a NIC IIT ultrapassa 12% (PALO et al. 2002).

A integracdo dos dados oriundos dos laboratdrios de pesquisa basica com
aqueles extraidos dos estudos epidemiolédgicos e clinicos tem imputado ao virus
Papiloma Humano (do inglés, Human papillomavirus - HPV) o papel principal na
carcinogénese das neoplasias epiteliais primarias do trato genital inferior.

Mais de 100 tipos de HPV ja foram identificados, sendo que 40 deles podem
infectar o trato genital. Estes tipos de HPV sao classificados como de baixo e alto
risco baseado na taxa de prevaléncia de cancer cervical e seus precursores. Tipos de
baixo risco, como 0 6 ¢ 11, causam lesdes benignas com minimo risco de progressao
para o cancer. Em contraste HPVs de alto risco possuem alto potencial oncogénico.
Aproximadamente 99% dos canceres de colo do utero contém 4cido
desoxirribonucléico (DNA) do HPV do tipo alto risco, com o tipo 16 sendo o mais
prevalente, seguido pelos tipos 18, 31, 33 e 45 (SOUTHERN ¢ HERRINGTON
1998; LONGWORTH e LAIMONIS 2004; VILLA 2006; BOCCARDO ¢ VILLA
2007; BOULET et al. 2007; WOODMAN et al. 2007).

O genoma do Papiloma virus Humano constitui-se num DNA circular de
dupla fita com aproximadamente oito mil pares de bases. Este contém oito janelas de
leitura (open reading frames - ORF) onde posicionam genes de leitura precoce
(Early) E1, E2, E4, E5, E6, E7; de leitura tardia (Late) L1 e L2. Ha também uma
regido nao codificadora (large control region-LCR) que controla os demais genes
(DOORBAR 2006; VILLA 2006; BOCCARDO ¢ VILLA 2007, BOULET et al.

2007).
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Cada um dos genes atua por meio da proteina de mesmo nome, que apresenta
funcao especifica, a saber:

E1- responde pela replicagdo epissomal do virus.

E2- regula negativamente as func¢des das proteinas E6 e E7.

E4- codifica varias proteinas que rompem a rede de queratina citoplasmatica.

E5- induz a proliferagdo celular por sua interagdo com o EGFR.

E6- provoca destruicdo da proteina p53 da célula hospedeira via ubiquitina e
mantém o comprimento da telomerase acima de seu ponto critico, impedindo a
apoptose.

E7- inativa a proteina pRB da célula hospedeira, impedindo o bloqueio do
ciclo celular.

L1- sintetiza a proteina principal do capsideo viral.

L2- expressa a proteina secundaria do capsideo viral.

Estes aspectos estdo sumarizados na Figura 1



Introdug&o 5

Cell proliferation; transformation

Regulatory region /
\\ (A

LCR EG

E1
L1
HPV 16
I'I'Iljﬂlr (7,905 basa pairs]
capsid
proteins
2
Lz
E5 |
4 Replication,

Transformation Orowth stimulation
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tardia (Late); El, E2, E4, E5, E6, E7 - genes de leitura precoce (Early); HPV - Papiloma virus
Humano (do inglés, Human papillomavirus).

Fonte: VILLA (2006)

Figura 1 - O genoma do HPV com suas principais fun¢des e interacdo com o
hospedeiro.

A infec¢do persistente com HPVs de alto risco é o principal fator para o
desenvolvimento do cancer cervical (STANLEY 2001; DOORBAR 2005;
SNIJDERS et al. 2006; BOCCARDO ¢ VILLA 2007).

Durante a progressdo tumoral da NIC I para NIC III a regulacdo normal do
ciclo de vida do HPV ¢ perdida. Enquanto lesdes de baixo grau (NIC I) representam
infec¢des produtivas pelo HPV, com o genoma viral sendo mantido na forma
epissomal, as lesdes NIC II e III representam infec¢des abortivas na qual a expressao
génica viral torna-se desregulada. As bases moleculares para estas mudangas ndo
estdo completamente elucidadas, mas algumas refletem mudancas nos niveis de

expressdo da E6 e E7 que ocorrem apds integracdo do genoma viral dentro do

cromossomo hospedeiro (DOORBAR 2006; BOULET et al. 2007).
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A integracao do genoma do HPV dentro do cromossomo da célula hospedeira
¢ considerada evento critico no desenvolvimento do cancer de colo do tutero e,
embora isto possa ocorrer randomicamente por todo o genoma, varios estudos
indicam a preferéncia para integracdo em sitios frageis comuns. Aparentemente,
mudangas na expressdo dos genes proximos aos sitios de integragdo poderiam
participar do processo carcinogénico (DOORBAR 2006).

Ao considerar o genoma viral, a integragdo resulta freqlientemente na perda
da regido E2, levando a produgdo desregulada das proteinas E6 e E7. A sintese
continua destas proteinas € uma etapa essencial e necessaria para o desenvolvimento
da neoplasia maligna (DOORBAR 2006; VILLA 2006; BOCCARDO ¢ VILLA

2007; WOODMAN et al. 2007). Estas intera¢des estdo sumarizadas na Figura 2.
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Fonte: WOODMAN et al (2007).
Figura 2 - O ciclo de vida do Papiloma virus e sua relagdo com desenvolvimento da
NIC.

As proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco sdo capazes de desregular os
mecanismos de controle do ciclo celular e apoptose, ao interagir com a proteina
supressora de tumor p53 e proteina do retinoblastoma (pRB). Esta interacdo provoca
a degradacdo e inativagdo dessas proteinas, alterando a capacidade das células de
controlar os mecanismos de reparo de DNA que ocorrem ao final da fase S do ciclo
celular, favorecendo assim o acumulo de mutagdes (SOUTHERN ¢ HERRINGTON
1998; STANLEY 2001; DOORBAR 2006; VILLA 2006; SNIJDERS et al. 2006).

Apesar da exposi¢do freqiiente das mulheres ao HPV, o surgimento da

neoplasia cervical é pouco comum. A maioria das anomalias cervicais causadas pela
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infeccdo do HPV tem pouca probabilidade de progredir a NIC II/ III e CEC. A
maioria regride espontancamente (SOUTHERN e HERRINGTON 1998; STANLEY
2001).

A longa duragdo entre a infecgdo inicial e a doenca manifesta indica que
varios co-fatores (tabagismo, efeitos hormonais, resposta imune, habitos sexuais)
devem ser necessarios para a progressdo da doenca. A combinagdo de cada fator
resulta em uma rede de eventos moleculares envolvidos na progressdo da neoplasia
intra-epitelial para neoplasia invasora (SNIJDERS et al. 2006; DOORBAR 2006;
WOODMAN et al. 2007).

Os modelos de carcinogénese in vitro tém sido de grande valia para
identificacdo das etapas adicionais necessarias no processo de evolugdo das lesdes
intra-epiteliais para o carcinoma invasor (SNIJDERS et al. 2006).

Partindo-se do principio de que a célula alvo do HPV ¢ o ceratindcito
humano, experimentos em cultura de células demonstraram que no ceratinocito
normal submetido a estresse hiperosmotico, o metabolismo do acido araquiddnico €
ativado pelo EGFR (do inglés epithelial growth factor receptor) (RODRIGUEZ et al.
2002).

Linhagens de células do cancer do colo do utero expressando as proteinas E6
e E7 do HPV de alto risco apresentam maior sintese da proteina COX-2 e
prostaglandinas E2, quando comparados com linhagem de células ndo infectadas
(SUBBARAMAIAH e DANNENBERG 2007).

A literatura relata que modelos de carcinogénese in vitro mediado pelo HPV
16 demonstram aumento nos niveis do EGFR nos diferentes estagios de

transformagdo HPV induzido e que altos niveis do EGFR sdo importantes na
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imortalizacao e conversao para o fendtipo maligno (HU et al. 1997; WOODWORTH
et al. 2000; AKERMAN et al. 2001).

O HPV modula o crescimento celular ao interagir com proteinas associadas a
membrana celular. Esta funcdo ¢ exercida pela proteina ES que tem como principal
alvo o EGFR. A proteina E5 promove a dimerizagao do receptor e retarda a remogao
e degradagdo do EGFR, resultando na sinalizagdo prolongada do EGFR e aumento
do potencial proliferativo da célula (CHANG et al. 2001; McCANCE 2005;
BOCCARDO e VILLA 2007).

A proteina E6 do HPV 16 ¢é capaz de aumentar a expressdo do c-erbB-2
durante a transformacdo neoplésica do ceratinocito cervical humano (NARISAWA-
SAITO et al. 2007). Demonstrou-se que a superexpressao das proteinas E6/ E7 do
HPV 16 e c-erbB-2 induz a transformagao neoplésica das células normais do epitélio
oral. (MOUSTAFA et al. 2004).

Estes trabalhos demonstram que o modelo de carcinogénese in vitro induzida
pelo HPV de alto risco, pode envolver as vias de sinalizacdo do EGFR, c-erbB-2 e

COX-2.

1.1 COX-2

A ciclooxigenase (COX) ¢ a enzima requerida para conversdo do &acido
araquidonico em prostaglandinas. Duas isoformas foram identificadas, a COX-1 e a
COX-2. A enzima COX-1¢ expressa constitutivamente em grande parte dos tecidos
e parece ser responsavel pela produgdo de prostaglandinas, que controlam fungdes

fisiolégicas normais, incluindo a manutencdo da mucosa géstrica, regulagdo do
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fluxo sanguineo renal e agregacao plaquetaria. A COX-2 ¢ indetectdvel na maioria
dos tecidos e varias pesquisas sobre sua expressdo demonstram que a COX-2 esta
relacionada ao desenvolvimento e progressao tumoral (FOSSLIEN 2000; TURINI e
DUBOIS 2002; SUBBARAMAIAH ¢ DANNENBERG 2003; CHUN e SURH
2004).

A expressdo da COX-2 ¢ induzida por diversos fatores pro-inflamatoérios (IL-
1, TNFa, INFy, LPS), horménios (FSH/LH e estrégeno), fatores de crescimento
(EGF, PDGF e FGF) e oncogenes (v-Src e v-Ras, Wnt, HER-2) (TANABE e
TOHNAI 2002, TURINI e DUBOIS 2002).

A superexpressdo da enzima COX-2 acarreta o aumento da quantidade de
prostaglandinas nos tumores, sendo a prostaglandina E2 a mais abundante
prostaglandina detectada nas neoplasias epiteliais malignas. Os mecanismos
implicados na carcinogénese ligada a COX-2 estdo relacionados a capacidade da
prostaglandina E em estimular a proliferagcdo celular, a angiogénese, o maior poder
de invasdo, a inibi¢do da apoptose ¢ a diminuicdo da resposta imunoldgica
(DANNENBERG et al. 2005). Estes mecanismos de acao estdo resumidos na Figura

3.
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Fonte: MANN et al. (2005)
Figura 3 - O mecanismo de a¢do da COX - 2 na carcinogénese.

Diversos estudos epidemioldgicos e experimentos in Vitro evidenciam a
participagdo da COX-2 no desenvolvimento de processos neoplasicos, abrindo
perspectiva para o uso de inibidores especificos da COX-2 na prevengdo e no
tratamento de diversos tipos de cancer. Por meio da imunoistoquimica demonstrou-se
a expressdo da COX-2 nas lesdes pré-malignas como leucoplasia oral, queratose
actinica, neoplasia intra-epitelial prostatica, carcinoma in Situ de bexiga e mama
assim como em neoplasias intra-epiteliais do colo do utero (DANNENBERG et al.
2005).

No cancer do colo do utero a expressao da COX-2 esta relacionada com os
diversos graus da NIC e carcinoma invasor, sugerindo que a COX-2 pode participar

da carcinogénese do colo do utero e do processo de invasdo (FARLEY et al. 2004;
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KIM et al. 2005; DURSUN et al. 2007). A elevada expressao da COX-2 relaciona-se
com pior fator prognostico nas pacientes com doenca localmente avangada. Estes
achados, no entanto, ndo sdo demonstrados nos estadios iniciais do cancer do colo do

utero tratados através da cirurgia radical (MANCHANA et al. 2006).

1.2 EGFR e HER-2(c-erbB-2)

A familia de proteinas ErbB sdo receptores de membrana tipo I, cuja fungdo ¢é
ativar a via de sinalizag@o intracelular em resposta ao sinal extracelular e ¢ formada
por quatro receptores: EGFR/ErbBI1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3,
ErbB4/HER4 (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; HYNES e LANE 2005,
GRANDIS e SOK 2004; NAIR 2005). A estrutura de cada um deles esta

representada na Figura 4.
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Fonte: DICKER (2006)
Figura 4 - Familia de receptores ErbB.
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Todos os membros da familia possuem um dominio extracelular, onde se
encontra o sitio de liga¢do para a molécula sinalizadora, um dominio transmembrana
e um dominio citoplasmatico com atividade tirosinoquinase, exceto para o HER3
onde este nao ¢ funcionante (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001; GRANDIS ¢ SOK
2004; HYNES e LANE 2005; NAIR 2005). O dominio extracelular das proteinas
ErbB pode apresentar-se sob a conformagdo inibida ou conformacdo ativa
(Anonymus 2007; MOASSER 2007).

Sao conhecidas pelo menos 30 moléculas sinalizadoras, que geralmente sdo
pequenas proteinas secretadas pela célula no espago intercelular, denominados como
fatores de crescimento. Todos os fatores de crescimento sdo sintetizados a principio
como precursores ancorados a2 membrana e de forma subseqiiente sdo liberados da
célula por protedlise (HYNES e LANE 2005; NAIR 2005; Anonymus 2007).

A interagdo entre o receptor ¢ o seu fator de crescimento, inicia mudanga na
conformag¢do do seu dominio extracelular de inativo para ativo e promove sua
dimerizagdo. Cada receptor homodimérico ou heterodimérico inicia uma complexa
cascata de sinalizacdo, que resulta na proliferagdo celular, diferenciagdo, migragao,
adesdo e transformacdo A selecdo de parceiros para dimerizagdo determina a
atividade sinalizadora entre as proteinas ErbB (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;
HYNES e LANE 2005, NAIR 2005; MOASSER 2007).

O c-erbB-2 ¢ o Unico receptor que possui uma conformacao fixa na forma
ativa, mesmo na auséncia de um ligante, sendo o parceiro preferido para dimerizagdo
do EGFR, HER-3 ¢ HER-4. A dimerizacdo com c-erbB-2 aumenta a capacidade
transformante dos outros receptores da familia ErbB (YARDEN e SLIWKOWSKI

2001; Anonymus 2007; MOASSER 2007).
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Nas células tumorais, a familia de receptores ErbB ¢ ativada por varios
mecanismos, incluindo a mutagao, a superexpressao e produgdo autocrina e paracrina
dos fatores de crescimento. Na estimulagdo paracrina dos receptores ErbB, os fatores
de crescimento sdo liberados pelas células do estroma, enquanto a estimulagdo
autocrina resulta da liberagdo dos fatores de crescimento ancorados na membrana
celular (HYNES e LANE 2005).

O aumento da expressdo protéica do c-erbB-2, seja pela amplificacdo génica
ou por meio da desregulacdo transcricional, ocorre em aproximadamente 25 a 30%
dos casos de cancer de mama e ovario e confere pior comportamento bioldgico. A
amplificacio do gene c-erbB-2 parece ser um evento precoce durante a
carcinogénese mamaria, sendo demonstrado em quase 50% de todos os carcinomas
ductais in situ da mama. O c-erbB-2 ¢ mantido durante a progressdo para doenca
invasiva e metastase a distancia. A superexpressao e amplificacdo do c-erbB-2
também ocorrem no cancer gastrico, esofagico e endometrial (MOASSER 2007).

A taxa de detecgdo do c-erbB-2 varia de 20 a 100% no cancer do colo do
utero e amplificacdo do gene foi detectada em 0 a 36% dos casos (NARISAWA-
SAITO et al. 2007). O significado do c-erbB-2 na carcinogénese do colo do utero
nao esta completamente esclarecido, parece que a func¢do do c-erbB-2 estd implicado
na transformag¢@o maligna do ceratindcito HPV induzida (MOUSTAFA et al. 2004;
YASMEEN et al. 2007; NARISAWA-SAITO et al. 2007).

A superexpressao do EGFR ¢ detectada nas lesdes pré malignas do epitélio
oral, do pulmdo, da proéstata e do colo do utero (GRANDIS e SOK 2004). No cancer
do colo do utero o EGFR estd superexpresso em 6-85% dos casos entre diferentes

estudos (OH et al. 2000; KIM et al. 2002), assim como em 38 a 46% dos diferentes
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graus de NIC, sugerindo que o EGFR pode ter fungdo importante em estagios
precoces da carcinogénese do colo do tutero (NGAN et al. 2001).

MATHUR et al. (2001) demonstraram por imunofluorescéncia correlagdo
entre a expressdo das proteinas E6 e E7 do HPV 16 ¢ a expressio do EGFR em

mulheres com NIC III e cancer cervical.

1.3 INTERACAO ENTRE COX-2, EGFR E c-ErbB-2

De particular relevancia e complexidade ¢ a interagdo entre COX-2 e
membros da familia ErbB de receptores. Diversos estudos descreveram as vias de
sinalizagdo que estimulam a transcricdo do gene COX-2 nos diversos tecidos e
células, verificando-se que existem varios elementos regulatérios na regido
promotora do gene COX-2, como demonstrado na Figura 5 (TANABE e TOHNAI

2002).

Human COX-2 Promoter

Spl NF-xB AP2 NF-IL6 CRE/E box TATA box
———
U ¥ N

-270/-265 -223/-214 -132/-124 -59/-53 -31/-25 1

Fonte: TANABE e TOHNALI (2002)
Figura S - Elementos regulatérios na regido promotora do COX-2

Desta forma, qualquer fator que ative estes elementos regulatérios pode
estimular a expressao da COX-2. Dentre estes fatores encontra-se o EGFR, e maiores

detalhes desta interagdo podem ser observados na Figura 6.
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Fonte: DANNENBERG et al. (2005).
Figura 6 - Ativagdo da via de sinalizagdo da COX-2 pelo EGFR

A PGE2 derivada da COX-2 pode ativar a sinalizagdo do EGFR por meio da
estimulagdo autocrina do EGFR, mediado pela GPCR (Proteina G acoplada ao
receptor). Por um mecanismo ainda desconhecido as GPCRs podem ativar proteases
envolvidas na liberagdo dos fatores de crescimento ancorados na membrana
plasmatica. Ligantes soluveis liberados por este mecanismo ativam o EGFR
(GSCHWIND et al. 2004; DANNENBER et al. 2005; HYNES e LANE 2005;
DORSAN e GUTKIND 2007). Este mecanismo de ativacao do EGFR ¢ ilustrado na

Figura 7.
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Figura 7 - Mecanismo de Transativagao do EGFR

Sendo assim, o aumento dos niveis de prostaglandinas E2 derivada da COX-2
pode iniciar uma alca de retroalimentacdo positiva, ativando o EGFR. O EGFR
ativado pela prostaglandinas E2, por sua vez, pode estimular a expressdo da COX-2.

Alguns estudos epidemiologicos mostram a correlagdo entre tabagismo e o
desenvolvimento do cancer do colo do utero, com risco duas vezes maior de NIC e
carcinoma invasor entre os tabagistas. Os reais mecanismos pelos quais o tabagismo
aumenta o risco de cancer do colo do utero ndo estdo completamente elucidados
(SOUTHERN e HERRINGTON 1998).

Recentemente, encontrou-se uma quantidade quatro vezes maior da COX-2
em mucosa oral de fumante do que em ndo fumantes. Estudos in vitro demonstram

que o tabaco estimula o EGFR levando a transcricdo aumentada da COX-2. Dessa
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forma, a exposicao ao tabaco pode iniciar uma cascata de sinalizagdo onde ocorre a
interagdo das vias de sinalizacdo da COX-2 ¢ EGFR como descrito acima. Vide
Figura 8. Estes efeitos podem aumentar a mutagenicidade do tabaco, pois a COX-2
converte os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos do tabaco para metabolitos
reativos que provocam danos ao DNA (DANNENBERG et al. 2005; DU et al. 2005;

MORAITIS et al. 2005).

EGFR TK
Inhibitor

Ligands
of EGFR

Inhibitor

Fonte: DANNENBERG et al. (2005).
Figura 8 - Ativagdo da COX -2 e EGFR pelo tabaco
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KULKARNI et al. em 2004 demonstraram que os niveis da COX-2 estdo
aumentados no cancer de colo do utero em decorréncia da ativag¢do da sinalizacao do
EGFR. A expressao sincronica do EGFR e COX-2 mostrou ser um fator prognostico
independente no cancer do colo do ttero, refletindo um fendtipo agressivo com
aumento da resisténcia a radioterapia e quimioterapia (KIM et al. 2004).

A interagdo entre a sinalizacdo do c-erbB-2 e expressdo da COX-2 também
foi estabelecida. A superexpressio do c-erbB-2 em epitélio biliar de ratos
transgénicos leva ao aumento da COX-2 (SUBBARAMAIAH et al. 2002). Além
disso, c-erbB-2 pode diretamente regular a expressdo da COX-2 em células do cancer
colorretal (VADLAMUDI et al. 1999). A COX-2 ¢ superexpressada em cancer de
mama com c-erbB-2 amplificado (SUBBARAMAIAH et al. 2002). O c-erbB-2
expresso no nucleo das células, tem como alvo transcricional a regido promotora do
gene da COX-2 (WANG et al. 2004). Portanto, COX-2 e c-erbB-2 podem interagir
em certas células tumorais para facilitar a oncogénese.

Modelos de progressao tumoral in vitro demonstram que as proteinas E6 ¢ E7
do HPV de alto risco podem ativar as vias de sinalizacdo da COX-2, EGFR e c-erbB-
2 em ceratinocitos, influenciando diretamente o fendtipo celular. Além disso,
verificou-se a existéncia de uma al¢a de amplificagdo das vias carcinogénicas devido
a interagdo entre as vias de sinalizagdo da COX-2, EGFR e c-erbB-2.

Podemos entdo, a partir das conclusdes acima, fazer a hipotese de que COX-
2, EGFR e c-erbB-2 podem cooperar com o HPV na progressao de lesdes intra-

epiteliais para o carcinoma invasor (Figura 9).



Introdug&o 20

C-erbB-2

/ Reducéo da
EGFR COX-2 PGEm imunidade

@0 0

Proliferacao

Inibicéo da apoptose

0 ® ¢

EGFR a COX-2 PGE2 Imunidade c-erbB-2

Figura 9 - EGFR, COX - 2 e c-erbB - 2 na carcinogénese HPV mediada.

Nao encontramos na literatura estudos que tenham investigado a associacao
da COX-2, EGFR e c-erbB-2 com os diferentes graus de NIC, durante o processo de
progressdo do cancer de colo do ttero, razdo pela qual optamos por este objetivo.

Para verificar a presenga do EGFR, c-erbB-2 ¢ COX-2 em tecidos tumorais,
investigamos por meio da imunoistoquimica, a expressdo destas proteinas em
neoplasias intra-epiteliais graus I, II, III e carcinoma epidermdide do colo do tutero

estadio 1.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo:
1 Avaliar utilizando-se o método imunoistoquimico a expressao de COX-2,
EGFR e c-erbB-2 na progressao do carcinoma epidermdide do colo do utero e
2 Avaliar a quantificacdo da imunomarcacao por meio de um método digital

assistido por computador.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 SELECAO DE AMOSTRAS E REVISAO

Os casos foram coletados retrospectivamente, por meio de consulta aos
arquivos de anatomia patologica de duas instituigdes: Hospital AC Camargo e
Instituto Brasileiro de Controle ao Cancer (IBCC).

No periodo de 1985 a 2001, 472 pacientes foram submetidos a biopsia,
conizagdo e histerectomia no Departamento de Ginecologia de ambas as instituigdes.
Deste total, 234 casos eram do Hospital AC Camargo e 238 do IBCC.

Os blocos de parafina resgatados dos arquivos foram submetidos a novos
cortes e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Todas as ldminas foram revisadas
por um unico patologista do Hospital AC Camargo, para confirmar o diagndstico.
Excluiu-se 59 casos de um total de 255 casos de CEC por ndo apresentarem material
suficiente para o estudo. Em 17 casos encontrou-se somente NIC e estes casos foram
estudados como NIC. Em relacao aos casos de NIC, de um total de 217 casos, 25
foram excluidos por apresentarem material insuficiente.

No estudo, portanto como fonte final da casuistica sdo 179 casos de CEC e
232 casos de NIC, todos com diagnostico revisado. Quando houve a existéncia de
mais de um tipo de lesdo na mesma lamina, as diferentes ledes foram consideradas na
casuistica final.

No exame histolégico as lesdes intra-epiteliais foram graduadas e

categorizadas de acordo com os critérios da Organiza¢do Mundial da Saude em NIC
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I, NIC II e NICIII. O diagnoéstico histologico de CEC foi confirmado em todos os
casos de carcinoma invasor, sendo incluidos somente casos com estadiamento clinico
I, de acordo com os critérios da FIGO.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital AC Camargo e
Instituto Brasileiro de Controle ao Cancer, registro CEP N° 0721/05 e 098/2005/14,
respectivamente (Anexo 1 ¢ 2).

Para construir o tissue microarray (TMA), uma area representativa das 179
amostras de CEC contendo a lesdo foi demarcada. O total de 232 casos de NIC foi
estudado em cortes convencionais, pois nas NICs I, II e Il encontramos pequenas
quantidades de tecido com atipias intra-mucosas que geram representagdo

insuficiente ao longo de cada cilindro.

3.2 CONSTRUCAO DO TMA

A partir de uma area previamente definida, o Tissue Microarrayer (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD) foi utilizado para remover o cilindro de tecido
tumoral do bloco doador. O cilindro do tecido com uma dimensao de 1,0mm de cada
espécie foi puncionado e disposto em duplicata no bloco de parafina receptor. Cada
cilindro foi separado por espaco de 0,2mm. O corte do bloco receptor foi realizado
com micrétomo manual e transferido em fita adesiva para laminas adesivas especiais
(Instrumedics Inc, Hackensack, NJ). Por tultimo, a fita adesiva foi retirada pela
exposicdo a luz ultravioleta. As laminas foram armazenadas cobertas por parafina,
embaladas a vacuo e congeladas em freezer a -20°C (Anexo 3). Detalhe do método

pode ser visto na revisao realizada por ANDRADE et al. (2007).
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3.3 IMUNOISTOQUIMICA

Efetuou-se a imunoistoquimica para COX-2, EGFR e c-erbB-2 em duas
laminas de diferentes niveis do TMA. O corte da segunda lamina foi obtido com 25
niveis de diferenga da primeira, resultando em pelo menos 125um de distancia entre
os dois cortes e garantindo amostras celulares diferentes para cada tumor.

As laminas do TMA foram desparafinadas com 30 minutos de incubacdo a
60°C lavados em xilol e reidratados em alcool etilico e lavados em 4gua corrente. As
laminas foram processadas, utilizando o método da avidina/biotina imunoperoxidase.
Atividade de peroxidase endogena foi bloqueada pela imersdo das laminas em
metanol com agua oxigenada 3% por 40 minutos. A recuperagdo antigénica das
laminas tratadas em tampao citrato (pH6. 0) foi realizada por meio do calor umido
em panela de pressdo a 98°C por 15 minutos. As laminas foram bloqueadas por
avidina/biotina (DaKo Biotin Blocking System) e para proteina (Dako Protein Block
Serum-Free) por 20 minutos cada.

A imunorrea¢do foi realizada a temperatura ambiente com um anticorpo
monoclonal anti-COX-2 (Novocastra, NCL-COX-2), EGFR (Dako, Carpintaria, CA;
M3563). Os tecidos foram expostos a IgG biotinilado de camundongo em
temperatura ambiente por 20 minutos e entdo incubados com streptavidina-biotina
peroxidase LSAB kit (Dako) por 30 minutos. Finalmente as laminas foram coradas
com 3,3’diaminobenzidina por 3 a 5 minutos, e contra coradas com hematoxilina
Harris, e montadas com Permount (Fisher Scientific). O controle negativo foi
processado similarmente pela omissdo do anticorpo primario e espécimes de bidpsia

de cancer de mama e colon foram usadas como controle positivo para, EGFR e
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COX-2, respectivamente. Os casos de NIC foram igualmente processados em cortes
convencionais. A imunoistoquimica para o c-erbB-2 foi realizada utilizando-se o kit

do Hercep Test de acordo com o protocolo do fabricante.

3.4 INTERPRETACAO DAS REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

A andlise da expressdo imunoistoquimica das proteinas COX-2, EGFR e c-
erbB-2 foi realizada, quantitativamente, por meio do Sistema Automatizado de
Imagem Celular (ACIS II DAKO, Carpinteria, CA, EUA). Especificagdes do
aparelho e principais passos na analise do TMA encontram-se nos anexos 4 e 5.

De uma maneira resumida os componentes do ACIS consistem de um
microscopio digital automatizado (escaneador de laminas) e de um computador com
janela para captura de imagens e um sistema de processamento das imagens. Cada
lamina corada por imunoistoquimica ¢ digitalizada e as imagens capturadas sdo
revisadas pelo patologista na tela do computador. Um minimo de seis campos de
maior poder de aumento ¢ selecionado pelo patologista. O ACIS ¢ capaz de detectar,
contar e classificar células baseadas na cor, tamanho e formato. Este sistema
reconhece 256 niveis de intensidade da coloracdo imuoistoquimica que sdo
convertidos para um escore fracionado da area selecionada. Uma média do escore de
todas as areas também ¢ calculada. Detalhes sobre o “hardware” e “software” do
ACIS sdo avaliaveis nos trabalhos de BAUER et al. 2000; Wang et al 2001; Sun et al
2002; e Cregger et al. 2006.

Para a analise da expressao de EGFR foi utilizado o programa computacional

membrane histo, residente no sistema. Este programa faz a analise da densidade
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optica do componente de membrana. Para a analise da expressao de COX-2 foi
utilizado o programa computacional cytoplasma_histo, igualmente residente no
sistema e que mede a intensidade de reagdo no citoplasma. Finalmente, para a analise
da expressio de c-erbB-2 foi utilizado o programa computacional herceptest,
aprovado pelo Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América. O
“software” do ACIS fornece um escore combinado que varia de 0-5 que possui
correspondénca com o escore imunoistoquimico manual (negativo, +1, +2, +3) para
os resultados do Herceptest. A mais alta concordancia entre microscopia digital e
amplificagdo génica ocorrem quando a margem de variacdo de 2,2 ¢ utilizado para o
c-erbB-2, portanto o nivel de corte adotado neste estudo para casos positivos foi 2,2

(BLOOM e HARRINGTON 2004).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo entre os escores das intensidades de EGFR e COX-2 foi
realizada por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para as categorias de
c-erbB-2 (positivo e negativo) foi utilizado o teste do qui-quadrado.

O critério de determinagdo de significancia foi o nivel de 5%.
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4 RESULTADOS

A avaliag¢do quantitativa foi realizada para intensidade de expressao da COX-
2, EGFR e c-erbB-2 e a representacdo geométrica da relacao entre a distribuicao da
COX-2, EGFR de acordo com a intensidade da reagdo imunoistoquimica nos
diferentes graus da lesdo intra-epitelial e carcinoma espinocelular Estadio Clinico I, ¢
apresentado na forma de Box-and-Whisker plot e a intensidade de expressao do c-
erbB-2 ¢ apresentada na forma de histograma (Figura 20).

Valores como a minima, o Percentil 25%, a mediana, o percentil 75%, a
maxima, a média e o desvio padrao estdo esquematizados juntamente com o Box-

plot nas figuras 10 e 14.

4.1 EXPRESSAO DA COX-2 NA SEQUENCIA NIC I, NIC II, NIC III

E CARCINOMA INVASOR.

A média da intensidade de expressao da COX-2 aumentou com os diferentes
graus da NIC e CEC, com correlagao positiva entre expressao da COX-2 e grau de
severidade da NIC (Kruskal-Wallis = 374,8; p <0, 0001), conforme a Figura 10. As
Figuras 11 e 12 ilustram a imunoreatividade da COX-2 na NIC e CEC

respectivamente.
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NIC I (N°=114) NICII (N°=59)  NIC III (N°=109) CEC (N°=174)
Minima 69,6 78,0 93,8 116,7
Percentil 25% 82,0 101,0 119,0 153,5
Mediana 89,3 107,2 130,5 162,1
Percentil 75% 94,0 115,0 145,2 171,0
Maxima 111,0 131,0 179,3 190,0
Média 88,1 108,0 132,0 161,6
Desvio padrio 8,63 11,0 17,3 13,3

Legenda: COX — Ciclooxigenase; NIC - neoplasia intra-epitelial, N°-Total de casos.
Figura 10 - COX — 2 e progressao do carcinoma epidermdide do colo do ttero.
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Legenda: Painel A epitélio normal. Painel B Expressdo da COX-2 na NIC I. Painel C NIC III e Painel
D demonstra a expressdo da COX-2 na transi¢do NIC/CEC microinvasor.

Figura 11 - Intensidade de expressao da COX-2 na NIC.
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Legenda: Painel A fraca expressdo da COX-2. Painel B ¢ C CEC com forte expressdo da COX-2 e
Painel D CEC em grande aumento.

Figura 12 - Intensidade de expressao da COX-2 no CEC.
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Diferencas na freqiiéncia de expressao da COX-2 nas NIC I, II, IIT e CEC

estdo representadas na Figura 13.
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Legenda: COX — Ciclooxigenase; NIC - neoplasia intra-epitelial, N°-Total de casos.
Figura 13 - Freqiiéncia de distribui¢do das NICs e CEC nas diferentes escalas de
intensidade de expressao da COX-2.

42 EXPRESSAO DO EGFR NA SEQUENCIA NIC I, NIC II, NIC III

E CARCINOMA INVASOR

Houve diferenga significativamente estatistica entre as médias da intensidade
de expressao do EGFR de acordo com o grau de severidade das NIC, demonstrando
correlacdo entre a expressao do EGFR e os diferentes estagios das NIC, durante a

progressdo tumoral (Kruskal-Wallis; H=118,2; P=0, 001) observados na Figura 14.
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NICI(N°=118) NICII (N°=51) NIC III (N°=76) CEC (N°=175)
Minima 76,0 95,3 89,3 69,5
Percentil 25% 94,6 105,0 109,1 110,5
Mediana 101,8 111,3 119,6 126,3
Percentil 75% 109,5 116,5 1279 137,0
Maxima 138,8 135,7 148,0 177,7
Média 102,1 111,5 118,4 123,2
Desvio padrdo 10,9 8,41 12,7 20,3

Legenda: EGFR: receptor do fator de crescimento epidermal; NIC - neoplasia intra-epitelial, CEC
Carcinoma espinocelular e p: significancia estatistica. N°-Total de casos.

Figura 14 - EGFR e Progressao do CEC no Colo Uterino
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Observou-se imunoreatividade para EGFR na membrana plasmatica das células
e positividade da coloracdo ocorreu nas camadas basal e parabasal do epitélio
escamoso normal. Durante a progressao de NIC I para o carcinoma invasor foi
verificado uma perda da expressao preferencialmente basal para uma distribuicdo do
EGFR através de toda a lesdo do epitélio escamoso. A Figura 16 ilustra a
imunoreatividade do EGFR nas lesdes NIC e no CEC.

Diferencgas na freqiiéncia de expressdo do EGFR nas NIC 1, II, III e CEC estao

representadas Figura 15.
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Legenda: EGFR: receptor do fator de crescimento epidermal; NIC - neoplasia intra-epitelial, CEC
Carcinoma espinocelular e N°-Total de casos.

Figura 15 - Freqiiéncia de distribui¢do das NICs e CEC nas diferentes escalas de
intensidade de expressdao do EGFR.
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Legenda: Painel A, caso de NIC I onde somente a camada proliferativa demonstra expressdo protéica.
O mesmo se observa no painel B em um caso de NIC II. O Painel C mostra a expressdo do EGFR na
NIC III. Painel D demonstra um caso de CEC negativo. No Painel E representa uma visdo panoramica
de CEC positivo e o Painel F CEC positivo em grande aumento. O Painel G demonstra a expressao do
EGFR na transi¢ao de NIC I para NIC III.

Figura 16 - Expressao do EGFR durante a progressao do cancer do colo do tutero



Resultados 35

4.3 EXPRESSAO DE c-erbB-2 NA SEQUENCIA NIC I, NIC II, NIC

III CARCINOMA INVASOR

A positividade ou negatividade das reagdes foi evidenciada pela presenca ou
ndo de coloragdo marrom escura com padrio de membrana citoplasmatica,

delineando toda a circunferéncia dos limites celulares (Figuras 17 e 18).

Legenda: Painel A demonstra escore de 0,6 para c-erbB-2 (NIC III). Escore de 1,6 é observado no
Painel B (NICIII). O Painel C mostra a expressao do c-erbB-2 com escore de 2,1 (CEC) e o Painel D
demonstra um caso de escore 4,3 (CEC).

Figura 17 — Exemplos de escore imunoistoquimico do c-erbB-2.
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Legenda: Painel A demonstra expressdo negativa do c-erbB-2 na NIC 1. Painel B expressdo do c-
erbB-2 na NIC II. O Painel C mostra a expressao do c-erbB-2 em maior aumento no CEC e no Painel
D uma visdo panoramica.

Figura 18 — Expressao do c-erbB-2 na NIC e CEC.
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A expressdo do c-erbB-2 foi negativo para NIC I, com positividade 2,22%

para NIC II, 14,06% para NIC III e 16,23%para CEC. Apesar da baixa freqiiéncia de

expressao do c- erbB-2, houve uma correlagdo positiva entre a expressao do c-erbB-2

e severidade da doenca na transicao de NIC III para CEC p <0, 001 (Figuras 19 e

20).
.'w A
-'T--f:{
TR NE
NICIII
NEG 112 45 64 154
POS 0 1 9 25
%POS 0 2,22 14,6 16,23

P<0, 0001(calculado pelo X?).

Legenda: c-erbB-2-: receptor do fator de crescimento epidermal humano; NIC neoplasia intra-
epitelial, CEC Carcinoma espinocelular e p: significancia estatistica; Numero de casos negativos,

POS- Numero de casos positivos, %POS-Porcentagem de caso positivos.

Figura 19 - Porcentagem de expressdo do cerbB-2 nos diferentes graus de NIC e

CEC
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Legenda: c-erbB-2- receptor do fator de crescimento epidermal humano; NIC - neoplasia intra-
epitelial e CEC - Carcinoma espinocelular.

Figura 20 - Expressao do c-erbB-2 nos diferentes graus de NIC e CEC
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5 DISCUSSAO

Apo6s mais de 20 anos de investigacdes sobre a associagdo existente entre o
HPV e o carcinoma epiderméide do colo do utero, poucas duvidas nos restam a
respeito do papel central deste virus na carcinogénese cervical, apesar de este assunto
estar longe de ser totalmente elucidado (STANLEY 2001; DOORBAR 2005;
SNIJDERS et al. 2006; BOCCARDO e VILLA 2007).

Avangos foram realizados nos ultimos anos e resultados obtidos dos estudos
de carcinogénese in vitro do colo do ttero, permitiram uma melhor compreensao dos
fatores que interagem em menor ou maior intensidade com as oncoproteinas E6/E7
do HPV, potencializando a agdo do virus na célula hospedeira e facilitando o
desenvolvimento dos processos de imortalizagao e carcinogénese (SNIJDERS et al.
2006).

Apesar de dados experimentais in vitro apontarem a COX-2, o EGFR e o ¢c-
erbB-2 como fatores que interagem com as proteinas E6/E7 do HPV, constituindo
importante via carcinogénica no colo do utero (AKERMAN et al. 2001;
NARISAWA-SAITO et al. 2007; SUBBARAMAIAH ¢ DANNENBERG 2007),
estudos em amostras teciduais emblocados em parafina, ndo demonstraram
correlacdo entre a presenga do HPV e a expressao do EGFR (CHAPMAN et AL,
1992), COX-2 (KIM et al. 2003; SARIAN et al. 2006; SALDIVAR et al. 2007) e c-
erbB-2 (NGAN et al. 2001).

A falta de correlagdo entre a presenga do HPV e expressao de EGFR, COX-2

e c-erbB-2 pode ser explicado pelo fato do carcinoma epidermoide do colo do tutero
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originar-se na maioria das vezes da jung¢dao escamo-colunar (WRIGHT e
FERENCZY 2002; DOORBAR 2006; SCHIFFMAN et al. 2007). Esta regido sofre
alteracdes constantes determinados pelos hormdnios sexuais e pela resposta
adaptativa e patologica dos tecidos a varias agressdes, incluindo os agentes
infecciosos sexualmente transmissiveis (por exemplo: herpes simples, tricomonas,
clamidia e gardnerella) (SARIAN et al. 2006). Desta forma a expressao da COX-2,
EGFR e c-erbB-2 podem ser ativadas por outros mecanismos do que a carcinogénese
HPYV induzida.

Portanto precaucdes sdo necessarias quando se transporta resultados in vitro
para modelos in vivo, devido a ocorréncia de mecanismos regulatorios variados ainda
ndo conhecidos.

A participagdo exata da COX-2, EGFR e c-erbB-2 no processo carcinogénico
€ como isto ocorre in VIVo sdo pontos a serem esclarecidos.

Este estudo demonstrou que a COX-2, EGFR e c-erB-2 apresentam gradiente
de expressdo crescente durante a transi¢do das neoplasias intra-epiteliais para o
carcinoma epidermdide invasivo, portanto, estas proteinas podem estar envolvidas na
carcinogénese do colo do utero.

Hé uma grande variagdo nos resultados da imunoistoquimica para COX-2, EGFR e
c-erbB-2 entre diferentes estudos na literatura. A expressdo da COX-2 variou de 44-
72% para o CEC (KIM et al. 2005; MANCHANA et al. 2006; ATHAVALE et al.
2006; DURSUN et al. 2007) e de 24-67% para NIC (FARLEY et AL. 2004, KIM et
al. 2005, DURSUN et al. 2007). Em relacdo ao EGFR a expressao variou de 6-91%
para os casos de CEC (KERSEMAEKERS et al. 1999a e b; KRISTENSEN et al.

1996; OH et al. 2000; KIM et al. 2002) e 30-70% para as NICs (BERCHUCK et al.
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1990; BOIKO et al. 1998; MARUO et al. 1992, DELLAS et al. 1996; CHANG et al.
1999; MAYER et al. 2000; MATHUR et al. 2001). Para o c-erbB-2, os casos de CEC
apresentaram varia¢ao de 4-75% na sua expressao (OKA et al. 1994; KRISTENSEN
et al. 1996; KERSEMAEKERS et al. 1999*; CHANG et al. 2001; NGAN et al. 2001;
BELLONE et al. 2003) e a expressao nas NICs variou de 0-33% (KIM et al. 2005).

A andlise imunoistoquimica ¢é amplamente utilizada no diagnoéstico
laboratorial, principalmente como método qualitativo para produzir resultados
positivos ou negativos. Contudo, os métodos imunoistoquimicos analisados de forma
qualitativa, tém apresentado grande disparidade e variabilidade de resultados entre
diferentes observadores (WANG et al. 2001; CREGGER et al. 2006). Dentre os
fatores que explicam estas discrepancias estd a falta de padronizagao dos protocolos
de imunoistoquimica como, método de fixacdo e processamento do espécime, de
recuperagdo antigénica e escolha do anticorpo. Outro importante fator ¢ que a
quantificagdo imunoistoquimica manual é intrinsecamente subjetiva e que, associa a
convencional fragdo de células marcadas com os escores de intensidade do
imunoexpresso, com base na observacdo visual qualitativo (WANG et al. 2001;
CREGGER et al. 2006).

Atualmente ¢ possivel obter a determinagdo quantitativa por meio da analise
automatizada de imagem, esse método tem sido altamente validado devido aos
resultados precisos quando comparados aos métodos de escore semiquantitativo
(BAUER et al, 2000; WANG et al. 2001; BLOOM e HARRINGTON 2004;
CREGGER et al. 2006).

Os resultados alcangados com o emprego do método digital podem resolver a

discordancia entre diferentes observadores com relagdo a intensidade de
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imunomarca¢do. Alem disso, o método proposto ndo categoriza os resultados em
grupos, o que torna a andlise imunoistoquimica numericamente mensuravel
individualmente, aumentando seu poder diagnostico (BAUER et al, 2000; WANG et
al. 2001; BLOOM e HARRINGTON 2004). Todavia existem algumas limitagdes
como o alto preco do equipamento que pode ser a causa da lenta implementagdo
dessa metodologia nos laboratorios de patologia (WANG et al. 2001).

O presente estudo demonstrou que a andlise de imagens pelo ACIS III ¢
particularmente util por que realiza analises rapidas e confiaveis, ndo requerendo
pessoal com alta especializagdo em analise de imagens ou informdtica. A utilizacao
desta técnica somado ao nimero de casos significativamente estatistico para cada
variavel estudada permitiram concluir que COX-2, EGFR ¢ c-erbB-2 podem estar

relacionados com a carcinogénese do colo do utero.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os dados quantitativos obtidos neste estudo, pode-se constatar
que COX-2, EGFR e c-erbB-2 podem participar da progressao do cancer do colo do
utero, € que o sistema de andlise de imagens utilizado (ACIS III) demonstrou ser
eficaz na quantificacao da expressao de COX-2, EGFR e c-erbB-2 pela técnica de

imunoistoquimica.
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Anexo 1 — Carta de aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa da Fundagio Antonio
Prudente

CENTRO DE TRATAMENTO € PESQUISA

HOSPITAL
DO CANCER

S0 Paulo, 28 de setembro de 2005.

~

A
Dra. Elza Mieko Fukazawa

Ref.: Projeto de Pesquisa n.© 721 /05
~Analise de expressao de cox-2, EGFR e c-erbB-e em cancer de colo do
iitero e lesbes pré neoplasicas”.

Prezada Doutora:

Os membros da Comiss3o de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital do Cancer em
sua reunido de 27/09/2005, aprovaram o estudo em referéncia, porém existe a
necessidade de esclarecimentos, conforme parecer consubstanciado em anexo.

Atenciosamente,

Ct./,

1 Bt reiiaii

Coordenador da Comiss3o de Etica em Pesquisa

c.C
Orientador: Dr. Femando Augusto Soares
Co-orientador: Dr. Francisco Ricardo Gualda Coelho

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA — CEP
Rua Prof_Anténio Prudente, 211 — Liberdade — Sao Paulo - SP  CEP 01509-900
PABX(0XX11)2189-5000 ramal 1117
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Anexo 2 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Brasileiro

de Controle ao Cancer

Projeto de Pesquisa: “Analise dos padrdes de expressdo imunoistoquimica da

ciclooxigenase-2 (COX-2), c-erb-2 e receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR) em lesbes precursoras de neoplasias e em carcinomas invasores do colo
do Gtero” — Pesquisadora Principal Dra. Elza Mieko Fukazawa do Departamento de
Ginecologia Oncologica do IBCC.

» Registro CEP N° 098/2005/14 em 18/11/2005.
» Aprovado em reunigo do CEP de 16/12/2005 com recomendagao.
e Relator: Dr. Paulo lakowski Cyrillo.
» Relatorio Parcial em 29/06/2006
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Anexo 3 - Construgdo do tissue microarrays

Routine histologic Tissue core Construction of
paraffin block Collection of cohort tissue microarray

TMA sectioning Assessment

and processing of expression
™
=
g
3
]

Sum section

Tissue microarray

Statistical analysis of biomarker

Fonte: GILTNANE e RIMM (2004).



Anexos

Anexo 4 - ACIS 1, especificagdes do produto

Specification

Dako ACIS® Il Image Analysis System

Input Format

1% 3 inch standard microscope slides

Objective Lens

Nikon 4X, 10X, 20X, 40X and 60X

Scanning Region

23x 50 mm

Slide Loading Automated, 100-slide loader meximum, using a 4-slide carrier
Tissue Finding Automatic
Focus Automatic

Network Interface

10011000 Mbit/sec Ethemat

Dimensions

23"Wx 18"Hx 18" D (58 cm W x 46 cm H x 46 cm D)

Weight

125 1bs (57 kg)

Documentation

Users Manual

Warranty 12 months (parts & labor)
Service & Support Included for 12 months
Regulatory Status Class 2, CE-IVD
Software
System Software ACIS® version 3.0.1

Image Analysis Applications

Nuclear Application, Membrane Application and Rare Event Applications

Operating System

Microsoft Windows XP Professional

Additional Software

Microsoft Excel 2003

Additional Components

Monitor HP 23-inch Flat Panel Display
Report Printer HP Color Printer
UPS Unintertuptible Power Supply (110V or 220V)
Label Printer Zebra Label Printer and label pack wwwdako.com
Slide Scanning Speed 15X 15mm, 10x objective (relative to 20V), 9 minutes Distributars inmore
than &0 countries

c E For In Vitro Diagnostic Use.
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Anexo 5 - ACIS III, analise do Tissue Microarray

ACIS® Il Tissue Microarray Analysis (',Dako

N — Stans to Consistent Results

= @ P Stap 1 Image Acquisition ACIS® ||l uses a propriatary Sihoustte

| Scanning technique to locate core samples on the slide. This feature
savas time and creates smaller files by scanning only areas where
sample is present, Captured images are assembled as a histological
reconstruction with low- and high-magnffication images presented to
the user for further analysis.

DI 7 —1 Step 2 Sample Selection Usar-defined templates are created easily
gt | S A to accommodate virtually any spacimen layout, then the ACIS®]|

: automatically creates a flexible mesh around each specimen within
the array. If desired, the user manually can adjust the mesh to

= account for missing, touching or partial spacimens within the array.

| Stap 3 Image Analysis With the touch of a button, ACIS® |l
automatically quantifies staining intensity, percent positive and
other parameters for each core specimen. Numerical scores are
presented to the reviewer for confirmation or further analysis. User
has the option to score an entire spacimen core or define analysis

T Latal Grown Arve G dvws Pocarage Auwrge Brom sy SUD-TEGi0NS within a core,

poA0 I @R 23 6 o ) .

3ABD B0 BB 4547 &7 Step4 Sample Navigation Specimens within the array are labeled

4 Ac0 73 8 868 n . o )

5 oAdD 2085 1019 1699 # clearly to facilitate navigation betwaen the resulting data, and low

6 Ael 183 9902 15.50 1| - . L

7 Bal %1 e aM 84 magnification or high-magnification imagas.

6 Bb0 5996 8362 “77 4

9 BeD 11189 a8 758 115 i i i

St s 1 5tepd Data Managemeljt Analysis data from the tissue microarray

HiBeD 8 2B A 5 are exported seamlessly into standard spreadshest or database

17 Aal 895 mRe 45 [ ) o o ) )

B oAb Bt il 1% 5 formats to dramatically simplify statistical or comparative analysis
wnw. dake.com

Distributors inmare
than 50 countries



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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