Analise imunocitoquimica da expressao de S1I00A4 em amostras cervicais
normais, inflamatorias e com lesoes precursoras do cancer cervical
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A identificacao de lesdes precursoras do cancer de colo uterino e
essencial para o prognostico da doenca, favorecendo a cura das
mulheres acometidas. A infeccao pelo Papilomavirus Humano (HPV),
agente etiologico mais relacionado a carcinogénese cervical, resulta
em alteracdes na expressao génica. A proteina S100A4 ¢é
fisiologicamente expressa em diversos tipos celulares e o aumento de
sua expressao tem sido associado a capacidade de progressao e
metastase de variados tumores. A pesquisa de biomarcadores para
identificacao de lesées precursoras pode contribuir para a reducao da
alta morbimortalidade resultante do diagnostico tardio.

OBJETIVO

Avaliar a variacao da expressao de ST00A4 em esfregacos cérvico-
vaginais normais, inflamatérios e com lesdes intraepiteliais,
relacionando essa proteina com a presenca do HPV.

METODOLOGIA

As pacientes em consultas ginecologicas de rotina participantes da
pesquisa responderam um questionario e assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Entao, as amostras de esfregaco
cérvico-vaginal foram coletadas com escova citobrush e submetidas a
trés diferentes técnicas:

Analise Citologica

Disposicao em laminas comuns para microscopia;
Fixacao em alcool etilico;

Coloracao de Papanicolaou;

Finalizacdo com balsamo do Canada e laminulas;
Classificacao pelo Sistema Bethesda 2001.

Analise Imunocitoquimica

Disposicao em laminas silanizadas para microscopia;

~ixacao em alcool etilico;

ncubacao em tampao citrato, peroxido de hidrogénio e anticorpo
orimario anti-S100A4;

ncubacao com anticorpo secundario biotinilado, enzima
neroxidase e revelador de diaminobenzidina (DAB) do kit Starr
Trek Universal HRP Detection (Biocare Medical);

Contra-coloracao dos nucleos com hematoxilina de Harris, amonia
e concentracoes crescentes de alcool;

Clarificacao com xilol;

Finalizacao com balsamo do Canada e laminulas;

Fotografia dos campos microscopicos e classificacao da
intensidade de marcacao das células pelo sistema de cruzes.

Deteccao de HPV de Alto e Baixo Risco

Armazenamento em meios liquidos de coleta;

Extracao de DNA;

Reacao em cadeia da polimerase (PCR) com primers MY09/MY11;
Eletroforese em gel de agarose 1,5%;

Leitura em fotodocumentador.

Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS.
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RESULTADOS

Observou-se que em amostras com citologia normal a
oressao de ST100A4 diminui conforme aumenta a maturacao
ular (Fig. 1, 2A e 2B), possivelmente devido a perda da

nacidade proliferativa.
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Figura 1. Padrao de marcacao de S100A4 em amostras com citologia
normal demonstrado através de fotografias em microscopia Optica de
células com diferentes graus de maturacao do epitélio da ectocérvice
Aumento de 1000x.

Em amostras com citologia inflamatoria, viu-se uma elevada

expressao da proteina (Fig. 2C e 2D), o que pode ser explicado pela
participacao da S100A4 no processo inflamatorio. Porém, em
amostras de lesdes intraepiteliais com positividade para HPV, houve
uma reducao na expressao da proteina (Fig. 2E e 2F), provavelmente
devido a hipermetilacdéo do DNA causada pela infeccao pelo HPV,
gue resultaria no silenciamento dessa proteina.
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Figura 2. Padrbes de expressao de S100A4 observados nos trés tipos
citologicos avaliados: Dentro dos Limites da Normalidade (A e B),
Reativo Inflamatorio (C e D) e LesOes de Baixo Grau (E) e de Alto Grau

(F). Aumento de 400x.

A analise da expressao da proteina S100A4 poderia auxiliar no

diagnodstico das lesdes intraepiteliais precursoras do cancer de colo
do utero, sendo utilizada como ferramenta complementar ao exame
citologico preventivo, por atuar como um potencial biomarcador de
exposicao ao HPV e de lesao intraepitelial.
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