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Introducdo: O cancer de colo de utero é a terceira neoplasia mais frequente em mulheres e
corresponde a quarta principal causa de morte da populacdo feminina no Brasil, segundo o
INCA. A chance de cura dessa doenca é muito promissora em pacientes que tém o
diagndstico precoce e sdo submetidas ao tratamento adequado. A S100A4 é uma proteina da
familia S100 e 0 aumento na sua expressdo esta relacionado a progressao e a metastase de
diversos tipos de cancer, entre eles o cervical. A expressao dessa proteina em células epiteliais
do colo uterino pode ser grande aliada na identificacdo da evolucdo da lesdo do tecido e,
consequentemente, possibilita um diagnostico precoce da doenca. Objetivo: Validar a
metodologia de imunocitoquimica para avaliar a expressao da proteina S100A4 diretamente
de amostras de esfregaco cervical. Metodologia: As amostras de esfregaco cervical foram
coletadas com escova citobrush e dispostas em duas laminas — uma comum para avaliacdo
citologica e outra silanizada para anélise da expressdo de S100A4, ambas fixadas com alcool.
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da UFRGS sob n°® 562.824. Para analise
citoldgica, as amostras foram coradas atraves da metodologia de Papanicolaou e classificadas
de acordo com o Sistema Bethesda 2001. Para analise imunocitoquimica da S100A4, apds
lavagens com agua destilada e tampdo fosfato salino (PBS), as laminas silanizadas foram
incubadas em tampao citrato e, em seguida, em peroxido de hidrogénio 5%. Seguiu-se com
incubacdo com o reagente Background Sniper e, posteriormente, com 0 anticorpo primario
Polyclonal Rabbit Anti-Human S100A4. As laminas permaneceram incubadas overnight em
camara Umida, escura e refrigerada a 4°C com o anticorpo diluido em PBS. Entdo, foram
realizadas sucessivas lavagens para incubacdo em camara Umida e escura, em temperatura
ambiente, com o anticorpo secundario biotinilado e a enzima peroxidase, do kit Starr Trek
Universal HRP Detection — Biocare Medical. Apo6s, as laminas foram lavadas com PBS e
incubadas com solucdo reveladora de Betazoid Diaminobenzidin (DAB) Chromogen. Em
seguida, foram realizadas a hidratacdo das amostras com agua destilada, a contra-coloracéo
dos nucleos com Hematoxilina de Harris, aménia e concentracdes crescentes de alcool, e a
posterior clarificacdo com xilol. Por fim, as laminas foram montadas com Balsamo do Canada
e laminulas. As laminas foram, entdo, observadas em microscopia Optica e a intensidade da
coloracdo amarelo-dourado nas células, resultante da marcacdo da proteina S100A4, foi
avaliada. Os campos visualizados foram fotografados e classificados, de acordo com a
guantidade de células coradas e a intensidade de sua marcagdo, como: auséncia de coloracédo
(-), marcacéo fraca (+), marcacdo moderada (++) e marcagéo intensa (+++). Como controle
positivo, foram utilizadas células de linhagens imortalizadas de queratindcitos e cancer
cervical, HaCaT e SiHa, respectivamente, as quais expressam a proteina S1I00A4 conforme ja
descrito na literatura. Como controle negativo da técnica, amostras e linhagens ndo foram
incubadas com o anticorpo, somente com PBS. Resultados Parciais: Foi possivel observar
que a marcacao imunocitoquimica da proteina S100A4 se apresentou de maneira heterogénea,
com variacdo na intensidade de coloracao nas células dos diferentes casos. As duas linhagens
estudadas expressaram a proteina, sendo que na SiHa houve expressdo nuclear e
citoplasmatica, essa ultima classificada como marcacdo de moderada (++) a intensa (+++) na
maioria dos campos visualizados. No entanto, houve expressdo citoplasmatica de forma
reduzida na HaCaT, sendo classificada como marcacdo moderada (++). Dentre as amostras
cervicais analisadas até 0 momento, as quais Se enquadram como negativas para leséo intra-
epitelial de acordo com o Sistema Bethesda, constatou-se que a expressao da S100A4 varia de
acordo com o grau de maturacdo das células do epitélio escamoso estratificado, sendo mais
expressa nas células epiteliais imaturas. Também foi observado que a expressao da referida
proteina € mais intensa na presenca de alteracdes celulares inflamatorias benignas. Os
resultados obtidos, que corroboraram com as expectativas propostas, poderdo ser utilizados
como padrdo de comparacdo para futuras analises com pacientes, através das quais sera
possivel estabelecer se a SI00A4 podera atuar como biomarcadora da progressao tumoral.



