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1. ABREVIATURAS

Em vista de que alguns termos empregados no texto sdo melhor reconhecidos por suas
abreviaturas em lingua inglesa, decidiu-se manter este padrdo. Nestes casos, além da
descrigao da abreviatura em inglés, uma versao em portugués é apresentada. Os termos
aqui empregados estdo de acordo com indexagdo de vocabulario médico (Medical

Subjects Headings, MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos.

ABC - reacao do complexo de avidina-biotina

CA-125 - antigeno carbohidrato 125

CCL2 - monocyte chemotactic protein 1, proteina quimioatrativa para monécitos-1
CD68 — glicoproteina transmembrana altamente expressada em macrofagos e suas
formas jovens

c-fms — macrophage colony stimulating factor receptor, receptor de fator estimulador de
coldnia de macréfagos

CMYK - cyan, magenta, yellow and black color system, sistema de cores baseado em
ciano, magenta, amarelo e preto.

COX-2 - ciclooxigenase-2

CSF-1 - macrophage colony-stimulating factor, fator estimulador de col6nia de
macrofagos

DAB - diaminobenzidina

DNA - deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucléico

DP — desvio-padrao

E1, E2, E4, E5, E6 e E7 — early regions 1-7, regibes precoces 1-7



EDTA - ethylenediaminetetracetic acid, acido etilenodiamino tetra-acético

EGF - epidermal growth factor, fator de crescimento epidérmico

FDA — Food and Drug Administration, Administragdo de Alimentos e Medicagdes

FGF - fibroblast growth factor, fator de crescimento de fibroblastos

H&E — hematoxilina e eosina

HCPA - Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HPV - papilomavirus humano

HSIL - high-grade squamous intraepithelial lesion, lesdo escamosa intraepitelial de alto
grau

IARC — International Agency for Cancer Research, Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer IHC - imunohistoquimica

IL - interleucina

INK4a - o mesmo que gene supressor tumoral p16

ITGAS - integrina alfa 3

L1 e L2 — late region 1 and 2, regides tardias 1 e 2

LAMS Study - Latin America Screening Study, Estudo Latino-Americano de Rastreamento
LC — Langerhans’ cells, células de Langerhans

LCR — long control region, regiao longa de controle

LSIL - low-grade squamous intraepithelial lesion, lesao escamosa intraepitelial de baixo
grau

MCM - minichromosome maintenance proteins, proteinas de manutencao
minicromossomicas

MMP - metaloproteinase de matriz

MMP-1 - metaloproteinase de matriz tipo 1

MMP-2 - metaloproteinase de matriz tipo 2 ou gelatinase

MMP-3 - metaloproteinase de matriz tipo 3 ou gelatinase B

NFkB - NF-kappaB

NIC — neoplasia intraepitelial cervical



OPR - open reading frames, regides abertas de leitura

P16 - gene supressor tumoral p16

PBS - phosphate buffered saline solution, solugao salina tamponada fosfatada
PCNA - proliferating cell nuclear antigen, antigeno nuclear de proliferagao celular
PDGEF - platelet-derived growth factor,fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE2 — prostaglandina E2

PIGF - product placenta growth factor, fator de crescimento placentario

pRB - proteina do retinoblastoma, que em células normais controla ciclo celular
PSA - prostate-specific antigen, antigeno prostatico especifico

P53 — gene supressor tumoral

RGB - red, green and blue color system, sistema de cores baseado em vermelho, verde
e azul

RNA - ribonucleic acid, acido ribonucleico

SCC - squamous cell carcinoma, carcinoma de células escamosas

SRC kinase - Rous sarcoma kinase, quinase do sarcoma de Rous

TA — temperatura ambiente

TAM - tumor associated macrophages, macrofagos associados a tumor

TGF-B - transforming growth factor beta, fator transformador de crescimento beta
TNF - tumor necrosis factor, fator de necrose tumoral

UTHSCSA — University of Texas Health Science Center at San Antonio, Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade do Texas em San Antonio

VEGF - vascular endothelial growth factor, fator de crescimento endothelial vascular
v-fms — feline sarcoma retrovirus oncogene, oncogene retroviral de sarcoma felino
VIA — visual inspection with acetic acid, inspecgao visual com acido acético

VILI —visual inspection with Lugol’s iodine, inspegao visual com Lugol



2. INTRODUCAO

O cancer de colo uterino é a segunda neoplasia que mais afeta mulheres no mundo todo,
somente sendo ultrapassado pelo cancer de mama, € é o quinto tipo de tumor mais
prevalente quando homens e mulheres sao considerados juntos. Em 2006, cerca de meio
milhdo de mulheres serdo acometidas pela doenca e, destas, 250.000 morrer&o. '3
Diferentemente da média de idade em que ocorre cancer de mama, pulméo e ovario, o
cancer de colo uterino acomete mulheres muitos anos antes, em torno da quinta década
de vida. Proporcionalmente, o cancer de colo uterino ocasiona mais perda de anos-vida

do que qualquer outro tumor.?

Em muitos paises em desenvolvimento, o cancer de colo uterino é ainda mais prevalente
que o cancer de mama, sendo a primeira causa de morte. América Latina, Africa e sul e
sudeste asiatico sdo as regides que apresentam as maiores taxas de incidéncia e
mortalidade da doenca. Os paises em desenvolvimento em conjunto, como o Brasil,
representam 80% de todos os casos. Paradoxalmente, somente 5% dos recursos

destinados a este tipo de cancer sdo reservados aos paises em desenvolvimento.?*

O céancer de colo uterino é uma doenga altamente relacionada com o grau de
desenvolvimento socioeconémico. As maiores incidéncias de cancer de colo uterino nas
Américas ocorrem no Haiti (91 casos por 100.000 mulheres/ano), Nicaragua (61,1) e
Bolivia (58,1), enquanto as menores incidéncias ocorrem obviamente nos Estados Unidos
(7,8) e Canada (8,2). Nao so6 a incidéncia, mas também o estagio dos tumores no

momento do diagndstico € associado ao grau de desenvolvimento do pais. Grande parte



dos casos diagnosticados na América Latina esta em estagio Il ou lll, enquanto a maioria

dos casos nos Estados Unidos é diagnosticada em estéagio 1.

No Brasil, estima-se que cerca de 21.000 mulheres foram acometidas pelo cancer de colo
uterino em 2005. Sem considerar os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de colo do
utero é a neoplasia mais incidente na regidao Norte (23 casos por 100.000 mulheres/ano).
Nas regides Sul, Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste, o cancer de colo uterino representa
0 segundo tumor que mais acomete mulheres, com incidéncia de 31, 23, 22 e 18 casos

por 100.000 mulheres/ano, respectivamente.®

Apesar da alta incidéncia de céncer de colo uterino, esta € uma doenga passivel de
rastreamento e cura. O primeiro passo em dire¢do ao controle do cancer de colo uterino
foi dado por Hans Hinselmann, médico alemao, que em 1921 desenvolveu um aparelho
capaz de detectar lesdes cervicais incipientes através do uso de potentes lentes de
aumento, o colposcopio. Ao invés de esperar que as lesdes tornassem-se extensas,
visiveis a olho nu, Hinselmann era capaz de identifica-las precocemente e trata-las com

melhor progndstico para as pacientes.’

O segundo grande passo no combate ao cancer de colo uterino foi dado por Papanicolau
em 1943, quando evidenciou que por meio de raspado cervical era possivel rastrear
células para displasias. Assim, poderia identificar alteracbes cervicais ainda mais
precocemente que o método de Hinselmann.® Rapidamente varios paises assumiram o
rastreamento cervical baseado na citologia de Papanicolau e aqueles que efetivamente
desenvolveram programas de rastreamento organizados conseguiram redugdes drasticas

na incidéncia e mortalidade por tumores cervicais.®'

No inicio da década de 70, outra descoberta importante iria mudar o rumo do controle do
cancer cervical: a sua associagdo com papilomavirus humano (HPV). Zur Hausen,

Meislen e Fortin publicariam uma série de artigos em que descrevem a relagéo de HPV,
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coilécitos e displasia leve em citologia cervical, mas ainda demoraria-se uma década para
que os primeiros subtipos de HPV associados a oncogénese fossem isolados de

amostras cervicais.'

A histéria do cancer de colo uterino teria seu grande marco na data de 8 de junho de
2006 quando foi aprovada pelo 6érgao americano Food and Drug Administration (FDA) a

primeira vacina para prevencdo desta doenca.'?

Apesar do desenvolvimento das vacinas contra o HPV, o cancer de colo uterino
provavelmente continuara sendo uma realidade em nosso meio pois a vacinagao
possivelmente nao estara disponivel para todas as mulheres em vista do seu alto custo,
varios subtipos oncogénicos ainda ndo estdo cobertos pela vacinagao e, ainda, mesmo
se a vacina fosse eficaz em 100% dos casos de infecgao pelo HPV, teriamos que esperar
60 anos para que a ultima mulher infectada pelo HPV viesse a morrer de cancer de colo

uterino. 316

Apesar de termos desvendado a associagao do HPV e cancer de colo uterino, inUmeras
outras questdes ainda devem ser respondidas no processo de carcinogénese cervical.
Nosso conhecimento atual alcanca até o processo de interacdo das proteinas virais E6 e
E7 com o genoma humano, a partir dai as informagdes sdo extremamente fragmentadas
e pontuais. Sabemos que o HPV infecta as células, muda o seu fenétipo, mas o
mecanismo que faz algumas células progredirem para cancer ainda € completamente

obscuro.

Com o conhecimento de importantes etapas no processo de malignizacdo da cérvice
uterina, poderiamos identificar quais pacientes estdo em risco de apresentar progressao
de lesdes pre-tumorais e assim evitarmos milhdes de tratamentos desnecessarios que
sdo realizados anualmente, poderiamos criar drogas especificas que preveniriam o

cancer de colo uterino mesmo em pacientes infectadas pelo HPV e, ainda, poderiamos
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melhorar a qualidade do rastreamento cervical com a adicdo de alvos moleculares a

serem identificados.

Foi justamente com este objetivo de estudar fatores associados (biomarcadores) a lesées
cervicais e sua progressao que realizamos o presente estudo. Nas paginas seguintes, é
apresentado uma breve revisao da literatura e, a seguir, trés artigos que enfocam este
estudo da carcinogénese cervical. O primeiro artigo é consideravelmente técnico, onde
apresenta-se uma nova técnica para leitura automatizada de l|aminas de
imunohistoquimica (IHC) de marcador tumoral para cérvice. O segundo artigo refere-se a
analise de potenciais marcadores de angiogénese e risco de progressao das lesbes
cervicais: fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor,
VEGF), receptor de fator estimulador de colénia de macrofagos (macrophage colony
stimulating factor receptor, c-fms) e ciclooxigenase-2 (COX-2). Por fim, o terceiro artigo
refere-se a interagcao das lesdes displasicas e neoplasicas com macréfagos, mostrando
como os tecidos subjacentes e inclusive as células do sistema imunoldgico sao

importantes para o desenvolvimento do tumor.
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3. BIOLOGIA DO CANCER DE COLO UTERINO

3.1. O carater evolutivo de lesdes intraepiteliais cervicais

O cancer de colo uterino é uma doenga que se caracteriza inicialmente pela infecgéo pelo
papilomavirus humano, evolugdo lenta por estagios pré-malignos, denominados de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), até chegar a forma invasora. Varias evidéncias
comprovam este carater evolutivo do cancer cervical: (a) na maioria dos casos, NICs
ocorrem pelo menos uma década antes da forma invasora e, se tratadas, reduzem
drasticamente a incidéncia da neoplasia de colo uterino; (b) mulheres com estas
anormalidades epiteliais desenvolvem cancer mais facilmente que mulheres que as que
nao as apresentam; (c) em torno de carcinomas em estagios iniciais, invariavelmente sao
encontrados extensos focos de carcinoma in situ; (d) evidéncias bioquimicas e
morfologicas indicam similaridades entre o epitélio displasico e o francamente neoplasico;
(e) estudos epidemioldgicos indicam que as NICs e lesdes invasoras desenvolvem-se
nos mesmos grupos e possuem fatores de risco semelhantes; (f) estudos prospectivos

evidenciam a regressao, persisténcia e progressao das lesdes.'”'

Em termos gerais, as les6es pré-malignas sao divididas em NIC 1, NIC 2 e NIC 3, de
acordo com a gravidade e espessura do epitélio acometido pelas células displasicas. NIC
1 também ¢é considerado lesdo intraepitelial de baixo grau (low-grade squamous
intraepithelial lesion, LSIL) e NIC 2 e 3 sdo agrupados em lesdo escamosa intraepitelial

de alto grau (high-grade squamous intraepithelial lesion, HSIL)."*?°

13



A incidéncia de NICs é extremamente maior que a do préprio cancer, mas nao existem
estimativas oficiais da prevaléncia destas lesdes. Em estudo que envolveu coletas em
Porto Alegre, Campinas, Sado Paulo e Buenos Aires, Estudo Latino-Americano de
Rastreamento (Latin America Screening Study, LAMS Study), com mais de 12.000
mulheres rastreadas para cancer de colo uterino, a prevaléncia de LSIL variou de 1.300 a
1.860 casos /100.000 mulheres, enquanto HSIL apresentou prevaléncia de 990 a 1.180
casos / 100.000 mulheres. Estudos semelhantes de rastreamento populacional em paises
em desenvolvimento tém demonstrado resultados similares ou com prevaléncia ainda

maior de lesdes pré-malignas.?'?®

A grande maioria das NICs nao ira progredir para cancer. Em uma avaliagdo dos estudos
relevantes publicados entre 1952 e 1992, estimou-se que 10% dos casos de NIC 1 ira
progredir para NIC 3 e somente 1% teria o risco de evoluir para carcinoma invasor.'®
Posteriormente, em uma metanalise mais recente, estimou-se que 21% dos casos de NIC
1 progredira para HSIL e somente 0,15% ira evoluir para carcinoma.?* Dados do LAMS
Study, referentes a 3.042 pacientes rastreadas no Hospital de Clinica de Porto Alegre
(HCPA), demonstram que apdés 2 anos de seguimento, pacientes com LSIL apresentaram
80% de regressao, 13,33% de persisténcia e 6,67% de evolugdo para HSIL ou

carcinoma.®

O manejo das lesdes de alto grau, na imensa maioria das vezes, baseia-se no tratamento
imediato em vista do risco de progresséo para estagios invasores. Em termos gerais, as
diferentes modalidades de tratamento, conizagdo com bisturi, crioterapia, abrasdo com
laser ou alga diatérmica, nao apresentam significativas diferencas em termo de

persisténcia ou resolucado das lesdes.?

Por outro lado, o tratamento sistematico de todas as lesdes de baixo grau, acarretaria
uma terapéutica desnecessaria em 80-90% das pacientes, ja que a maioria das lesbes

ndo progredira para graus mais elevados. Varios fatores tém sido associados ao risco de
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progressao: infeccdo por determinados subtipos de HPV como 16 e 18, persisténcia da
lesdo, tabagismo, imunodeficiéncia, co-infecgdes genitais por doengas sexualmente
transmissiveis, idade, uso de anticoncepcionais orais, entre outros.?’-* Entretanto, apesar
dos varios fatores de risco ja identificados, a selecao de que pacientes devem ou nao
receber tratamento € um assunto passivel de discussao, pois ndo dispomos de nenhum
fator de risco objetivo que apresente um progndstico claro das lesdes de baixo grau. Na
maioria das vezes as pacientes acabam recebendo tratamento para lesdes que iriam
involuir espontaneamente, ocasionando desconforto, ansiedade e custos desnecessarios
para os programas de rastreamento, ainda mais em paises em desenvolvimento onde a

incidéncia da doenga é maior e os recursos infinitamente menores.***>%

3.2. Associacao de lesdes cervicais com papilomavirus humano

Em 1974, as primeiras tentativas de identificar a presenca de papilomavirus humano
(HPV) em tecido tumoral foram publicadas por zur Hausen e colaboradores.
Posteriormente em 1976, Meislen e Fortin descrevem pela primeira vez a associagao de
HPV, coildcitos e displasia leve em citologia cervical. Quase uma década depois, os
primeiros subtipos de HPV associados a oncogénese foram isolados de amostras

cervicais, HPV 16 em 1983 e HPV 18 em 1984."

O primeiro grande estudo epidemiolégico, envolvendo amostras enviadas por 22 paises,
relatou associacdo de HPV e cancer de colo uterino em 93% dos casos.® Entretanto,
posteriormente, re-analisando com melhores procedimentos os casos negativos deste
estudo e excluindo as amostras inadequadas, a prevaléncia de HPV entre os casos de

cancer alcangou 99.7%.°
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Novos subtipos de HPV sao descritos a cada ano, sendo numerados em ordem de
descoberta e variando apenas 2-5% da carga genética entre um subtipo e outro. Em
termos gerais, os subtipos de HPV sdo agrupados em alto-risco, freqlientemente

associado com tumor invasor, e baixo-risco, encontrado em verrugas genitais.*°

Em 2003, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for
Cancer Research, 1ARC) publicou uma nova classificagdo dos subtipos de HPV de
acordo com dados de quase 4.000 pacientes, associando dados epidemiolégicos e
analise de acido desoxirribonucléico (deoxyribonucleic acid, DNA). Dos 106 subtipos de
HPV descritos até o momento do estudo, 15 subtipos foram identificados como alto-risco
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), 3 foram classificados como
provaveis alto-risco (26, 53 e 66) e 12 foram denominados baixo-risco (6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 70, 72 e 81, e CP6108), sendo o restante dos subtipos de HPV nao
identificados na cérvice uterina.*’ Outros estudos de classificagdo do HPV sao

semelhantes ao estudo da IARC, com pequenas variacdes.*’

Papilomavirus sao relativamente pequenos e infectam preferentemente epitélio de
mucosas e pele. Seu DNA é disposto de forma circular, em dupla hélice, com
aproximadamente 7.200-8.000 pares de bases.*> O genoma do HPV ¢é dividido em oito
regides abertas de leitura (open reading frames, OPR), seis consideradas precoces
(Early: E1, E2, E4, ES5, E6 e E7) e duas denominadas tardias (Late: L1 e L2), nomeadas
de acordo com a fase em que sdo expressadas na replicacdo viral (figura 1).*
Adicionalmente, ainda € descrito uma regido entre L1 e E6 denominada regido longa de

controle (long control region, LCR)."

Cada OPR possui uma fungao diferenciada durante a infeccao viral. E1 e E2, por
exemplo, sdo responsaveis pela transcricdo e replicacdo viral, sendo altamente
conservadas em todos os subtipos de HPV.** LCR, por exemplo, ndo codifica proteinas,

mas também regula a replicagéo e transcri¢ao viral através de seus sitios de ligagdo que
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sdo ativados por fatores de transcrigdo celular.*? L1 e L2 sdo responsaveis pela
codificagao do capsideo que ira abrigar o genoma viral quando o HPV for transportado de

uma célula para outra.*®

=

Abertura da molécula do anel
viral durante a integragcdo com
DNA da célula hospedeira

Frequentemente deletado durante
a integracdo do DNA

Figura 1. Representagdo esquematica do DNA do papilomavirus humano. "

No desenvolvimento do tumor, o virus rompe seu genoma circular na regido de E2 para
integrar-se ao DNA da célula hospedeira. Em vista desta quebra do genoma, parte da
regido E2 e de regides vizinhas como E4, E5 e L2 sdo regularmente deletadas. Das
regides restantes do genoma viral, E6 e E7 desempenham papel importante na

oncogénese viral (figura 1).""*

E5 tem sido associada ao estimulo celular no inicio da infeccdo, promovendo a
expressao de diversos oncogenes e bloqueando a apoptose celular. Por exemplo, E5 age
no receptor do fator de crescimento epidérmico, estabilizando-o e, assim,
impossibilitando-o de ser degradado ciclicamente. Como resultado, este receptor de
superficie tem sua sinalizagdo aumentada, provocando indugédo de proliferacdo celular.
E5 ainda pode ativar oncogenes nucleares como c-jun, junB e c-fos e inibir a proteina

p21, gen supressor tumoral, em cultura de fibroblastos.** Postula-se que a acdo do gene
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E5 é inicial e, 8 medida que a replicacao celular intensifica-se, com replicagdo do genoma
viral integrado ao celular, o gene E5 é deletado, ndo sendo mais encontrado em estagios

invasores da doenca."’

Os genes E6 e E7, por outro lado, possuem um papel mais importante e consistente na
transformagao maligna da cérvice uterina, estando presente desde estagios iniciais até
lesdes avancadas. Apesar de na maioria das vezes serem expressos simultaneamente,

E6 e E7 independentemente podem imortalizar células em experimentos in vivo.'4%4446

E6 interage com P53, gene supressor (anti-oncogene) que células normais expressam
para controle do ciclo celular. P53 normalmente mantém a estabilidade do genoma
corrigindo erros na transcrigdo do DNA ou, quando o erro n&o é corrigido, estimulando
apoptose imediata. Entretanto, na presenca de E6, P53 perde seu efeito, resultando em
imortalizagdo celular e instabilidade genética. Adicionalmente, a acdo de E6 n&o se
restringe somente a imortalizagdo celular, mas também ao estimulo de proliferagcao por
varias vias bioquimicas. Entre elas, tem sido descrito interacdo com telomerase e quinase
do sarcoma de Rous (Rous sarcoma kinase, SRC kinase).""*? Adicionalmente, estudos
preliminares mostram que E6 também tenha interacdo na expressdo de VEGF e na

proteina de inibicdo da apoptose e controle de divisdo celular, survivin.*4"8

O gene viral E7 age de maneira semelhante a E6, mas interage com a proteina do
retinoblastoma (pRb), outro importante anti-oncogene que controla o ciclo celular em
células normais. Como produto, também promove que a célula acumule lesdes genéticas
e desenvolva um fenétipo maligno."** Além de pRb, E7 interage diretamente com outros
supressores do crescimento celular como p21 e p27.*° E7, assim como E6, tém sido
implicados também em alteracdo direta na expressao de fatores angiogénicos,

independente da alteracdo genética na célula hospedeira.*
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Em contraste, as proteinas E6 e E7 produzidas por HPV classificados como baixo risco
fracamente interagem com P53 e pRb e, quando interagem, aparentemente nao se

integram ao genoma do hospedeiro.”"*

O ciclo do HPV ¢ intimamente relacionado a diferenciagao celular do epitélio. Na cérvice
normal, o epitélio cresce em camadas estratificadas onde somente as células das
camadas basais sdo capazes de ativamente dividirem-se. Apdés a divisdo, uma das
células permanece na camada basal enquanto a outra inicia o processo de migracao para
camadas superiores, interrompendo o ciclo celular, diferenciando-se e passando a
produzir queratina. O HPV inicia seu processo de infeccdo exatamente pelas camadas
basais, onde a divisdo celular é intensa, ocasionando que a replicagdo viral ocorra junto
com a divisao celular. Inicialmente o numero de cépias de HPV DNA ¢é baixo nas células
infectadas, mas a medida que as células infectadas migram para camadas mais externas
do epitélio, a quantidade de material genético do HPV é extremamente amplificada. Nas
camadas celulares superficiais, o DNA viral é encapsulado em capsideos e o virus é

liberado da célula para infectar novos hospedeiros.****

Esse processo poderia ocorrer normalmente, sem dano a célula hospedeira, caso o
genoma original da célula fosse mantido. Entretanto, o HPV continuamente estimula a
divisdo celular e, por meio das proteinas E6 e E7, permite o acumulo de mutacdes
genéticas que finalmente levam ao cancer. Além disso, o fendtipo invasor da célula
hospedeira também pode ser dependente diretamente da integracdo do genoma viral

com o genoma humano, permitindo também intensas mutagcdes oncogénicas.*

Em contraste com o entendimento do processo inicial de infec¢ao pelo HPV e como este
interage com o ciclo celular, descrito detalhadamente até aqui, o conhecimento dos
eventos moleculares que se seguem é extremamente limitado.*®*" Como todas as células
tumorais de outros tecidos, as células epiteliais cervicais imortalizadas requerem eventos

basicos para sua sobrevivéncia: independéncia de sinais externos para crescimento,

19



insensibilidade a sinais externos de supressao, resisténcia a apoptose, potencial de
replicacao ilimitado, capacidade de promover angiogénese e intensa invasividade.
Entretanto, pouco sabemos como as células displasicas e neoplasicas controlam estes
eventos, levando por fim ao cancer invasor. O conhecimento atual é fragmentado,
baseado apenas nos eventos iniciais que a infec¢ao pelo HPV causa, e centenas de vias

bioquimicas necessitam ainda ser desvendadas.®***

No processo de investigacdo dos mecanismos moleculares que regulam a vida das
células transformadas pelo HPV, etapas importantes deste processo devem ser
elucidadas através da compreensdao de proteinas importantes no processo de

transformagao maligna da cérvice uterina, chamados comumente de biomarcadores.
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4. BIOMARCADORES

4.1. Introducao

Durante as Uultimas décadas, um investimento consideravel tem sido realizado na
deteccdo precoce do cancer, identificacdo de fatores de risco de progressao e recidiva,
além do descobrimento de alvos terapéuticos nas rotas bioquimicas do processo de
oncogénese. Estes estudos baseiam-se, na grande maioria das vezes, em investigacao
de marcadores tumorais, idealmente que existam somente na presenca do tumor e
ausentes em individuos saudaveis. Esses marcadores tumorais, também chamados de
biomarcadores, sdo proteinas, enzimas ou oncogenes, que podem ser identificados por

diferentes técnicas em tecidos e fluidos corporais.®’**°°

O primeiro teste reconhecido com biomarcador para tumor data de 1965, quando Joseph
Gold identificou uma substancia denominada antigeno carcino-embriénico no sangue de
pacientes com cancer de colon, a qual era normalmente sé encontrada em tecidos
fetais.®® Posteriormente, outros biomarcadores, como antigeno carbohidrato 125 (CA-

125) para cancer de ovario, passaram a ser empregados na década de 80.°’

O biomarcador mais utilizado na atualidade é o antigeno prostatico especifico sérico
(prostate-specific antigen, PSA), utilizado amplamente na dltima década para
rastreamento de cancer de prostata. Sua utilizagdo trouxe um dramatico aumento no

numero de diagndsticos precoces e, por conseguinte, melhor progndstico.>®

21



Apesar do sucesso de alguns biomarcadores em determinadas neoplasias, em cancer de
colo uterino ndo dispomos até o momento algum marcador efetivo com os seguintes

propositos:

1) melhorar a especificidade do rastreamento do cancer de colo uterino;
2) reconhecer o risco de progressao de determinadas lesdes;
3) compreender os processos que se seguem a infeccdo pelo HPV, para assim

desenvolvermos tratamentos mais efetivos.®'%%%

4.2. Biomarcadores e cancer de colo uterino

A revelacao dos mecanismos que se seguem a infec¢ao pelo HPV é um grande desafio.
Na maioria dos casos, este € um processo benigno com proliferagdo celular sem dano ao
hospedeiro, mas ocasionalmente pode promover o desenvolvimento de NIC e cancer.
Nos casos em que ocorrem NIC, ndo s6 alteragbes estruturais nas células podem ser

identificadas, mas também importantes alteragdes funcionais estéo presentes.®’

A patogénese viral pode ser resumida em dois desfechos simples, excludentes entre si:
a) a infecgdo ocorre efetivamente e a célula hospedeira completa todos os estagios de
malignizacdo com sucesso e transforma-se em doencga invasora ou b) a infecgao nao
consegue promover malignizagao porque houve falha na infecgdo celular pelo virus,
porque a infecgdo causou morte celular ou porque, mesmo com a infecgcdo, ndo ha

replicacdo viral.”’

O entendimento das vias bioquimicas da carcinogénese pode levar ao desenvolvimento
de drogas terapéuticas que ajam exatamente em uma determinada etapa do processo de
malignizacdo e assim interrompé-lo. Como exemplo, tem sido descrito um aumento da

expressao de COX-2 a medida em que as lesbGes cervicais invasoras acentuam-se,
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sugerindo que esta enzima possa ser alvo para tratamentos oncoldgicos. Ainda mais, a
experiéncia obtida em outros tumores, como o cancer de coélon, mostra que o uso de
inibidores da COX-2 diminui a progressao da doenca. De fato, estudos iniciais mostraram
que a inibicao da COX-2 em cancer de colo uterino esta associada a uma melhor
resposta ao tratamento radioterapico, aumento do indice de apoptose e regressdo da

neovascularizagdo associada.®*%?

Nao s6 as alteracbes intrinsecas ao tumor podem ser observadas no estudo de
biomarcadores, mas também nos tecidos adjacentes ao tumor. A intensa presenca de
macrofagos em tecidos tumorais e estroma, por exemplo, tem sido associada ao grau de
gravidade de varios tumores e pior prognéstico.®® Por conseguinte, pode-se supor que o
bloqueio de alguns passos da interagdo tumor-macréfago possa promover o controle do
crescimento tumoral. Realmente, a remocgcdo de macréfagos em ratos com cancer de
mama, por meio do bloqueio da producgao de fator estimulador de colénia de macréfagos
(macrophage colony-stimulating factor, CSF-1), produziu uma acentuada redugdo no

crescimento tumoral e metastatizacdo.®

Além dos biomarcadores revelarem possiveis alvos de novos tratamentos, provavelmente
a grande utilidade de marcadores tumorais em carcinogénese cervical seja em
prognostico de lesdes pré-malignas. E certo que a maioria das lesées intraepiteliais
cervicais de baixo grau nao progredira para lesbes mais graves, mas como selecionar
quais progredirao? Conforme ja discutido previamente, como resultado desta falta de
fator progndstico, temos um tratamento excessivo de lesdes que nunca iriam progredir
para forma invasora, gerando custos e desconforto as pacientes.>® A deteccdo de NIC de
baixo grau associada a fatores de risco objetivos (biomarcadores) poderia possibilitar ao
ginecologista tratamento efetivo imediato, ou, na auséncia destes, apenas o
acompanhamento rotineiro da paciente.®® Utilizar como parametro apenas a infecgéo pelo

HPV (que nao é disponivel para a maioria do sistema publico de saude), imunodeficiéncia
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(que nao existe na maioria dos casos que tratamos) e persisténcia da leséo (levando em
conta que em saude publica é dificil o acompanhamento), restringe a capacidade de

tomada de decisao frente a casos de displasia cervical.

Entretanto, a grande maioria dos estudos ndo acessa em analise multivariada outros
fatores de risco ja estabelecidos para risco de progressdao como HPV de alto risco,
persisténcia da lesdo, existéncia de imunodeficiéncia e idade da paciente, o que dificulta

ainda mais o nosso processo de busca de um biomarcador ideal.**%%%"

Em uma clara demonstracdo do impacto do descobrimento de um biomarcador efetivo
em avaliar o risco de progressao de NIC, um recente artigo indica que a adigdo do uso de
identificacdo de Ki-67 e pRb no manejo de pacientes com lesédo até NIC 2 ocasionaria
uma diminuicdo de cerca de 20.000 tratamentos desnecessarios por ano na Unido
Européia. E importante lembrar que as taxas de prevaléncia de lesées intraepiteliais
cervicais (172/100.000 mulheres) na Unido Européia sao infinitamente menores que as
nossas, 0 que indica que o uso de biomarcadores seria ainda mais util em nossa

realidade de pais em desenvolvimento.*?

Além do uso de biomarcadores como prognéstico, seja de lesdes intraepiteliais ou de
recidivas apods tratamento, eles também podem ser utilizados para adicionar sensibilidade
e especificidade ao rastreamento do cancer de colo uterino. O rastreamento por citologia
cervical, baseado no exame de Papanicolau, comprovadamente reduziu mortalidade.®
Entretanto, é trabalhoso, requer um grupo qualificado de citotécnicos e patologistas, e
depende intimamente da observagdo humana das alteragdes citologicas. O uso de um
marcador especifico de lesbes seria extremamente Util para acrescentar objetividade a

citologia cervical.”®

Enfim, como claramente ilustrado por Syrjanen, 2005, existe uma necessidade urgente de

marcadores mais especificos da carcinogénese cervical capazes de avaliar o risco de
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progressao de lesdes em pacientes individualmente, que também possam ser utilizados
adicionalmente aos métodos de rastreio e, por fim, que possam ser futuros alvos

terapéuticos.”’

4.3. Categorias de biomarcadores em investigacdo para cancer de colo uterino

Para melhor compreender os complexos mecanismos da carcinogénese cervical,
convencionalmente os potenciais marcadores sao agrupados em diferentes grupos, de
acordo com a atividade biolégica de cada um deles no processo de carcinogénese.
Assim, descrevem-se as seguintes areas de investigacdo celular: proliferagéo,

transcricdo, adesao, invasao, angiogénese, apoptose, sinalizacao e inflamacao.

4.3.1. Proliferagao

A proliferacdo é um dos primeiros sinais de transformacdo celular, detectado
precocemente no processo de carcinogénese. Entre as proteinas que regulam o ciclo
celular, seis classes tém sido estudadas em cérvice normal, displasica e neoplasica: gene
supressor tumoral p16 (também chamado de INK4A), Ki-67, ciclinas, inibidores de
quinases dependetes de ciclina, antigeno nuclear de proliferacao celular (proliferating cell
nuclear antigen, PCNA) e proteinas de manutengdo minicromossémicas

(minichromosome maintenance proteins, MCM).%®

P16, por exemplo, é uma proteina que inibe a proliferagao celular pela ativagao de pRb,
bloqueando a atividade de promotores do ciclo celular como ciclinas A e E. Em cancer de
colo uterino, evidéncias sugerem que a infec¢do pelo HPV ocasione inativagao de p16

que, apesar de expressado intensamente, ndo tem atividade de bloqueio do ciclo
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celular.’” Em lesbes cervicais, a expressdo de p16 é positiva na maioria das HSIL,
usualmente aquelas associadas com HPV 16, mas também em alguns casos de LSIL,
freqlentemente aqueles associados com HPV de alto risco. Este marcador, por exempilo,
tem sido utilizado clinicamente para identificar pequenas e focais lesdes intraepiteliais e

ainda para distinguir casos de metaplasia imatura de NIC.®’

Nesta classe de proteinas, incluem-se também p53 e pRb, os mais bem descritos alvos
da acgao viral do HPV nas células humanas. HPV E7, por exemplo, inativa pRb por
mutacdes genéticas, delecido de genes e, também, por aumento da fosforilacdo pela
producdo excessiva de quinases dependentes de ciclinas como CDK4 e CDK6. Apesar
de serem detalhadamente estudados, a aplicagdo clinica destes reguladores de ciclo
celular (p53 e pRb) é reservada, enquanto outros marcadores parecem ser mais

promissores.”’

PCNA também tem sido estudado como marcador de proliferagdo celular na
carcinogénese cervical, apesar de também estar associada a proliferacdo de varios
tecidos nao-malignos. PCNA é utilizado comumente como parametro de comparacao
para estudo de novos biomarcadores, ja que em casos de malignidade estd bem
estabelecido que ocorre aumento da expressao de PCNA a medida que o tecido
neoplasico apresenta-se mais agressivo, apresentando menor expressao em lesdes

intraepiteliais de baixo grau e maior em casos de tumores invasores.%79

4.3.2. Transcrigcao

A transcricdo do oncogenes virais E6 e E7 do HPV é um dos processos mais
intensamente estudados na carcinogénese cervical, como ja demonstrado anteriormente.

Inimeros estudos descrevem com detalhes a ativagao e integracao das proteinas E6 e
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E7 ao genoma celular humano. Recentemente, proteinas como NF-kappaB (NFkB),
também implicadas no processo de transcrigdo do material genético viral, passaram a ser
também estudadas. A ativacdo de NFkB pela infec¢ao pelo HPV ocasiona uma aberrante
transcricdo de fatores que promovem inflamacdo, como moléculas de adesao
leucocitarias, citoquinas e quimioatrativos, entre elas cita-se a COX-2.2% Estudos iniciais
comprovam que a fosforilacdo de NF-kappaB ocorre intensamente no citoplasma de
estagios pré-malignos e que, posteriormente, quando as células assumem carater

invasor, esta proteina é degradada, manifestando-se ocasionalmente no nucleo.?’

4.3.3. Adesao

As moléculas de adesao celular sdo glicoproteinas de membrana, as quais controlam
fungdes celulares por meio de da ligacdo a outras proteinas e através da participacao
como citoesqueleto. As moléculas de adesao tanto podem exercer adesao entre células
de mesma origem, no caso as células epiteliais, como podem ligar estroma e células. Em
termos gerais, as proteinas de ligagao celular sdo divididas em seis grupos: superfamilia
tipo-imunoglobulina, caderinas, integrinas, receptor de tirosina fosfatase, seletinas e
receptores hialurénicos.”’ A légica na pesquisa destas proteinas esta no fato de que a
perda ou transformacao delas pode ocasionar aumento de invasdo e metastases, ja que
a funcao de adesado estara alterada. A auséncia de E-caderina, por exemplo, tem sido
indicada como um defeito que promove a liberagado de células do sitio primario do tumor,

ocasionando pior progndstico e fenétipo mais agressivo.®?

Outro exemplo desta classe de biomarcadores ¢ a integrina alfa 3 (ITGA3) que pertence
a familia das integrinas, um grupo de glicoproteinas responsavel pela relagdo anatomica
e funcional entre epitélio e membrana basal. Integrinas epiteliais formam receptores para

macromoléculas como fibronectina, laminina e colageno, possibilitando que a membrana
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basal mantenha a arquitetura e funcéo dos tecidos. Existem evidéncias que a expressao
da ITGAS esteja alterada em alguns tumores epiteliais, possivelmente em relagao ao seu
potencial invasor. Dois estudos abordaram ITGA3 e neoplasia de colo uterino, mostrando

sua expressao diminuida em casos de malignidade.#8

Mesotelina, outra proteina deste grupo, € encontrada em abundancia na superficie de
células de tecidos originados do mesotélio. Apesar de sua fungdo ser desconhecida, tem
sido indicada como um biomarcador de tumores renais, mesoteliais e pancreaticos, com
expressao diminuida em casos de malignidade. Seu estudo em tumores epiteliais ainda é

incipiente.85%,

4.3.4. Invasao

Apesar de estar intimamente relacionado com adesao celular, o processo de invasio
requer que a célula neoplasica, além de ser capaz de “desconectar-se” de seu sitio
primario, seja habil de ultrapassar a membrana basal, penetrar nos tecidos-alvo e
degradar a matriz extracelular composta de colageno, elastina e fibronectina. InUmeras
proteinas podem ser listadas nesta categoria, como as metaloproteinases de matriz
(MMP), as quais acredita-se que exergcam um importante papel no processo de invasao
tumoral. Estudos tém demonstrado a associacdo de MMP tipo 1 (MMP-1), tipo 2 (MMP-2
ou gelatinase) e tipo 3 (MMP-3 ou gelatinase B) com varios tipos de tumores como

pulmao, coélon, figado, mama, cérebro, ovario e inclusive cancer cervical.®*

Um recente estudo sugere que as alteracdes identificadas na expressao de MMP-2 nao
sejam dependentes diretamente da acgéo viral e, sim, das alteragbes estruturais que a
célula neoplasica desenvolve. Neste mesmo estudo, comprovou-se que a razao da

expressao de MMP-2 e inibidor tecidual de MMP-2, aumenta a medida que as lesoes
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intraepiteliais progridem, sugerindo que possam ser importantes marcadores de lesdes

cervicais.®

4.3.5. Angiogénese

Angiogénese é um passo fundamental para o processo de invasao celular, podendo ser
utilizada para avaliar o risco de progressdo para malignidade e metastatizagdo. Em
condigbes normais, ha um predominio de moléculas anti-angiogéncias sobre pré-
angiogénicas, entretanto, em condicdes patoldgicas, o equilibrio se inverte.*® Entre os
fatores pré-angiogénicos, uma infinidade de proteinas pode ser descrita em vista de que
a angiogénese pode ser estimulada por fatores que exercem também outras fungdes:
VEGEF, fator de crescimento placentario (product placenta growth factor, PIGF), fator de
crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factor, FGF), fator de crescimento
epidérmico (epidermal growth factor, EGF), fator de necrose tumoral (tumor necrosis
factor, TNF), fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor,
PDGF), interleucina (IL), angiogenina, fator estimulador de col6énia de macrofagos

(macrophage colony-stimulating factor, CSF-1) e seu receptor, c-fms, entre outros.***’

VEGF corresponde a um grupo de proteinas que desempenham papel importante no
crescimento e diferenciagao vascular, assim como no crescimento de células endoteliais
linfaticas. A neovascularizagdo comumente encontrada em tumores malignos estaria
diretamente associada a expressao aumentada desta proteina. VEGF tem sido descrito
com um dos mais importantes fatores angiogénicos e sua pesquisa em céncer de colo
uterino tem mostrado correlacdo com a gravidade das lesdes. Ainda mais, a identificagao
do papel de VEGF e dos fatores associados ao seu estimulo é importante em patologia

cervical porque, além de servir de um marcador de gravidade, inUmeras drogas estao
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sendo desenvolvidas para promover o seu bloqueio, o que lhe sugere também como uma

promissora opgao terapéutica.® %!

4.3.6. Apoptose

Uma das principais caracteristicas das células normais € a sua eliminagdo por morte
programada (apoptose), enquanto as células neoplasicas invariavelmente apresentam
inativacado deste processo. Existem iniUmeros reguladores de apoptose celular, entre eles
telomerase e survivin.®' Survivin, por exemplo, parece estar envolvido em passos criticos
do estabelecimento de células tumorais e seu desenvolvimento. E encontrado durante a
vida embriondria, mas estd ausente na maioria dos tecidos diferenciados normais.
Survivin apresenta expressdao aumentada e esta associada com um fendtipo mais
agressivo, menor sobrevivéncia e menor resposta a quimioterapia em uma grande
variedade de tecidos neoplasicos como linfoma, cancer de pulméo, célon, pancreas e
prostata. Em relacdo a cancer de colo uterino, apresenta expressao aumentada a medida

que o grau da lesdo é mais acentuado.'®?"%®

Telomerase é uma proteina ribonucléica que conserva o comprimento do telémero
cromossdmico. A telomerase ndo é ativa nas ceélulas somaticas n&o-malignas, mas é
ativada na maioria dos canceres humanos, provocando um aumento no tamanho dos
teldbmeros. Partindo desta interessante observacao, a telomerase ganhou importancia nos
ultimos anos em patologia cervical, sendo que alguns estudos sugerem que até possa ser

utilizada para melhorar o rastreamento citolégico.'” "%
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4.3.7. Sinalizagao

Talvez uma das areas mais interessantes no estudo molecular da biologia dos tumores é
a sua capacidade de bloquear estimulos negativos de crescimento e promover a
expressao de fatores de crescimento, ndo sé de uma maneira autdcrina, mas também
pelas células dos tecidos adjacentes. Varios fatores descritos anteriormente como
angiogénicos também influenciam os tumores em relagdo a crescimento, proliferacédo e
invasdo, como FGF, EGF, TNF, PDGF e CSF-1. Adiciona-se a eles, os fator
transformador de crescimento beta (transforming growth factor beta, TGF-f3), descrito

como suprimido na presenca de lesdes cervicais malignas.''®"""

No processo de sinalizagdo, ndo sé proteinas sdo estudadas, mas também a presenca
de células intimamente correlacionadas a expressao desses fatores, como macréfagos e
células de Langerhans. Inumeros estudos em diferentes classes de tumores tém
evidenciado que a presenga de macrofagos associados a tumor (tumor associated
macrophages, TAM) esta relacionada a pior prognéstico. Os macrofagos seriam
estimulados pelas células neoplasicas a migrarem para a periferia do tumor e, por meio
de de “reprogramacgao” exercida pela sinalizagdo tumoral, exercem uma série de fungdes
promotoras do crescimento e invasdo tumoral como degradacdo da matriz adjacente,
angiogénese e controle imune local. Em vista desta associacdo entre tumor e
macrofagos, recentes estudos os tém abordado como potenciais marcadores de risco e
também como alvos terapéuticos, ja que alcangam regides dos tumores pouco

vascularizadas que geralmente as drogas quimioterapicas ndo conseguem.''#"1?
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4.3.8. Inflamacgao

O processo inflamatério que se segue a ativagao de células displasicas e neoplasicas é
capaz de influenciar todas as etapas anteriormente descritas: proliferagdo, transcri¢ao,
regulagao do ciclo celular, adesao, invasao, angiogénese, apoptose e sinalizagdo. Assim,
o estudo de marcadores de inflamagdo é indispensavel para a compreensado da

carcinogénese cervical.'®

COX-2 parece ser o mais promissor dos marcadores de inflamagao estudados no colo
uterino, também importante em adenocarcinoma colo-retal, cancer de mama, colo
uterino, endométrio, ovario, préstata e pulmao. Entretanto, mais do que um biomarcador,
a COX-2 é apontada como um co-fator para o processo de carcinogénese. A interagao
direta de prostaglandinas com seus receptores e o conseqiente aumento da sobrevida
celular e estimulagdo de angiogénese tém sido propostos como 0s mecanismos celulares
responsaveis pela acdo proé-carcinogénica da COX-2. Varios estudos epidemioldgicos,
animais e pré-clinicos demonstraram que o uso de drogas antiinflamatérias nao-
esterdides ou inibidores seletivos da COX-2 ¢ fator protetor para o desenvolvimento de
determinados tumores. Em termos de cancer de colo uterino, os estudos restringem-se
na sua grande maioria aos casos de tumores invasores, mostrando um pior prognéstico e

resisténcia ao tratamento dos casos que apresentam expressao aumentada de COX-

2 61,117-125

4.4. Uso de imunohistoquimica para pesquisa de biomarcadores cervicais

O estudo de biomarcadores usualmente inicia com a definicdo de eventos moleculares no
processo de evolugdo da doenga que serdo alvo de investigagéo.”® Até recentemente,

somente grandes lesdes invasoras eram possiveis de serem avaliadas pois forneciam
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grande quantidade de material para ser extraido, processado e analisado
molecularmente. Marcadores identificados em estagios invasores eram entao testados
também em lesdes intraepiteliais. Biomarcadores sao também sugeridos baseados no
conhecimento de observacbes de modelos celulares in vitro e também baseados em

observacdes de outras neoplasias.*

Em vista de que os eventos moleculares que levam ao fendtipo maligno celular sédo
mediados por proteinas, a estratégia légica para desvendar o processo de oncogénese é
estudar a presenca e funcdo destas proteinas.’’ IHC é um método elegante para este
objetivo que tornou-se amplamente utilizado em patologia diagndstica e também
investigativa desde a década de 70, quando ent&o a produgado de anticorpos monoclonais
foi possivel em quantidades comerciais. A grande vantagem do emprego da IHC no
estudo da carcinogénese cervical decorre do fato de que as lesGes cervicais
intraepiteliais s&o, na imensa maioria das vezes, restritas a pequenas regides do tecido,

necessitando visdo direta da morfologia celular.®'

Em vista da sua flexibilidade técnica, IHC tem se mostrado indispensavel para o
diagnéstico diferencial de varios tumores que séo rotineiramente processados em blocos
de parafina. Ainda mais, IHC pode ser utilizada em amostras ndo processadas, amostras
congeladas, raspados citolégicos e cultura celular. Inicialmente, a IHC era aplicada para
identificar a presenca de estruturas virais em amostras de bidpsias cervicais, mas
atualmente o papel da IHC é na compreensao das etapas da carcinogénese cervical, em

busca de potenciais biomarcadores.®"'?°

E importante que se faca uma comparacdo entre as técnicas de investigagdo para
deteccao de DNA, RNA e proteinas. Enquanto a detec¢cao de DNA por diferentes técnicas
de hibridizacdo ou PCR indica que existe, por exemplo, a presenga do HPV no tecido,
nao se pode inferir atividade viral. Ja a detecgao de transcriptase viral por PCR indica que

a transcricdo do virus esta ocorrendo. Por fim, como resultado da atividade viral e
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integracdo ao genoma celular, temos producéo / expresséo de proteinas, alvo do estudo

de biomarcadores, que serao identificadas por IHC.%

Entretanto, o uso de IHC também apresenta limitagdes, principalmente na interpretacéo
dos resultados. Achados discordantes em estudos de biomarcadores freqlientemente séo
ocasionados pelo uso de diferentes métodos de quantificacdo da reacdo de
imunohistoquimica , baseados em categorizagdo de resultados, em grande parte
dicotomizados. Isso ocasiona que resultados de estudos diferentes ndo possam ser
efetivamente comparados entre si porque utilizaram pontos de corte diferentes.’?
Raramente evidenciamos estudos em que os valores obtidos com a quantificacdo da
imunohistoquimica sdo apresentados como variaveis continuas, o que ajudaria a
promover comparacdes mais realisticas entre os diferentes estudos. Além disso, a
variagao intra e inter-observador tém sido considerada como uma importante restricdo da

técnica quando parametros claros de positividade ndo sdo apresentados.'’1?

O uso de escores padronizados, onde se procura quantificar a reacao e nao categoriza-
la, e o uso de analise auxiliada por imagens digitalizadas tém promovido importante

21129 Contudo, a  andlise automatizada de imagens de

melhora da técnica.
imunohistoquimica esta restrita a grandes centros de pesquisa, com equipamentos e
softwares de alto custo, empregando complexos algoritmos que na maioria das vezes
necessita um profissional especializado somente para execugdo da leitura das

laminas. 30134
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5. JUSTIFICATIVA

Para o controle do cancer de colo uterino como um problema de saude publica, é
mandatario que o processo de carcinogénse seja mais bem compreendido. O
conhecimento atual chegou até a interagao entre HPV e genoma da célula hospedeira,

mas a partir dai nossa compreensao é extremamente restrita.

Vaérias questdes necessitam ser respondidas: por que algumas pacientes evoluem para
cancer cervical enquanto outras ndo? Em que etapa do processo de transformacgao da
cérvice uterina ocorre o desfecho maligno? Além do HPV, quais sdo outros co-fatores

que apontam para um pior prognéstico?

Com a compreensao do processo de carcinogénese, poderemos desenvolver melhores
testes progndsticos, evitar milhares de tratamentos desnecessarios de lesbes pré-
malignas e, assim, orientarmos nossos investimentos nas pacientes que precisam
atencdo maior. Adicionalmente, poderemos incluir a identificagcdo de determinados
biomarcadores de risco no proprio rastreamento citolégico, aumentando sensibilidade e
especificidade do método. Por fim, conhecendo melhor etapas fundamentais na
malignizacao cervical, poderemos desenvolver tratamentos especificos e efetivos, com

ganho real para nossas pacientes.

Considerando que as informacbes na literatura sdo escassas e conflitantes, e que o
delineamento na grande maioria das vezes n&o considera a progressdo da doenga,

propomos a realizagado da pesquisa a seguir relatada.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo Geral

Estudar o papel de biomarcadores associados a neovascularizagao (VEGF, c-fms e COX-

2) e inflamacao (macréfagos) em lesdes do colo uterino.

6.2. Objetivos Especificos

1.

Propor um novo meétodo de interpretagcdo computadorizada de imunohistoquimica

com uso de software de baixo custo e procedimentos simples;

Comparar este novo método de interpretacdo de imunohistoquimica a métodos

computadorizados anteriormente descritos e a interpretacdo manual,;

Estudar a expressao de VEGF, c-fms e COX-2 em estroma e epitélio escamoso
de cérvice normal, LSIL, HSIL e carcinoma de células escamosas (squamous cell

carcinoma, SCC) por imunohistoquimica;

Analisar a influéncia de c-fms e COX-2 na expressao de VEGF;

Avaliar a associacdo de VEGF, c-fms e COX-2 a HSIL, como biomarcadores de

risco de progressao de NIC;
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Descrever a distribuicdo de macréfagos em estroma e epitélio de cérvice normal,

LSIL, HSIL e SCC com uso de anticorpo anti-CD68;

Descrever a intensidade da reacdo inflamatéria estromal no processo de

malignizacao da cérvice uterina;

Analisar inflamagao e macréfagos como potenciais biomarcadores de risco de

progressao de LSIL para HSIL.
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RESUMO

O estudo de biomarcadores para cancer de colo uterino e lesdes intraepiteliais cervicais
por imunohistoquimica (IHC) € um campo promissor. Entretanto, a interpretagcdo manual

de IHC e reprodutibilidade dos escores aplicados podem ser altamente subjetivos.

Neste artigo, apresentamos um simples e novo método de interpretagdo
computadorizada de IHC baseado no padrdo de cores ciano-magenta-amarelo-preto
(cyan-magenta-yellow-black, CMYK) para tecidos corados com diaminobenzidina (DAB) e

contracorados com verde de metila.

Um total de 67 imagens microscopicas de cancer de colo uterino, cérvice normal e
controles negativos foram analisadas com o software Corel Photo Paint X3 tanto no
padrao de cores CMYK, quanto no padrao de cores vermelho-verde-azul (red-green-blue,
RGB), e comparadas a interpretagdo manual de 1aminas de IHC baseada no escore-H. A
correlagcdo mais aproximada e positiva com o escore-H foi obtida utilizando os valores
brutos do canal de cor magenta do padrdo CMYK (correlagdo de Spearman = 0,84;
concordancia de 93.33%, P<0.001). Para obter este valor, somente trés passos foram
necessarios: converter a imagem para padrdo CMYK, selecionar a area de interesse e

abrir a ferramenta de histograma para visualizar o valor de magenta.

Este novo método é mais facil de ser realizado que métodos previamente descritos
baseados no padrao de cores RGB e apresenta uma forte correlagdo com interpretagao
manual. O método apresentado é simples, objetivo e requer somente o uso de software

de baixo custo e minimo conhecimento de informatica.
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INTRODUCAO

A imunohistoquimica (IHC) tem sido utilizada para analisar, descrever e comparar os
efeitos de diversas proteinas envolvidas em doengas malignas. No cancer cervical, e
especialmente nas lesdes intraepiteliais cervicais, onde as células alteradas costumam
ser restritas a determinadas regides, este método permite a visualizagdo das proteinas
em regides especificas. As técnicas que analisam o acido desoxirribonucléico
(deoxyribonucleic acid, DNA) / acido ribonucléico (ribonucleic acid, RNA) podem
objetivamente detectar a quantidade e atividade da proteina em uma amostra, entretanto
elas podem nao refletir adequadamente a disposicdo das proteinas no tecido. Por outro
lado, a IHC é capaz de demonstrar in situ a localizagdo das proteinas e ainda quantifica-
las indiretamente.”? A IHC tem sido utilizada para o estudo de varios tumores
ginecolégicos como os mamarios, ovarianos e endometriais. Em cancer de mama, por
exemplo, IHC é rotineiramente utilizada para quantificagdo de receptores de estrogénio e

progesterona e, mais recentemente, para o proto-oncogene HER2/neu.®*

Entretanto, a interpretacao manual de IHC pode ser altamente subjetiva, necessitando o
desenvolvimento de métodos de leitura mais confiaveis e quantitativos. Varios
patologistas expressam os resultados de IHC baseados na impressdao do numero de
células positivas, utilizando pontos de corte arbitrarios que podem variar de 5 a 50%, com
a intensidade da reacdo tendo pouco ou nenhuma importancia. Entretanto, outros
escores manuais, como o escore-H e o escore-Q, ndo se baseiam somente na
quantidade das células coradas, mas também na intensidade.’” Independentemente do
escore utilizado, a maioria deles é laborosa e altamente sujeita a variabilidade intra e

interobservador.®®
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Véarios métodos de interpretacdo de IHC por analise computadorizada de imagens tém
sido comprovados como superiores a interpretacdo manual, diminuindo a variagao das
leituras e proporcionando uma quantificagdo objetiva, acurada e detalhada das
reacdes.'”"® Entretanto, varios destes métodos que utilizam auxilio do computador
requerem procedimentos complexos e softwares de alto custo, os quais ndo estdo

disponiveis em muitos laboratérios e centros de pesquisa.' "'

Outras técnicas de leitura computadorizada mais simples e baseiam-se em software de
baixo custo desenvolvidos originalmente para artes graficas (por exemplo, Adobe
Photoshop) e simples passos para a interpretacdo da IHC. Estes estudos utilizam o
padrdo de cores vermelho-verde-azul (red-green-blue, RGB) como cores primarias, o
qual é também amplamente utilizado em cameras digitais e telas de computadores. A
maioria dos estudos com RGB é baseado em procedimentos de IHC que utilizam
diaminobenzidina (DAB) como corante para o nucleo e hematoxilina como

contracoloraggo.*'1:1216.19-24

Entre todos os estudos baseados em técnicas simples com uso de computador, nenhum
utilizou o software Corel Photo Paint, também de baixo custo e desenvolvido para artes
graficas. Também nao ha referéncia a outro tipo de coloracao utilizada freqlientemente
em IHC: DAB citoplasmatico e contracoloragdo com verde de metila. Ainda mais, o
sistema de cores ciano-magenta-amarelo-preto (cyan-magenta-yellow-black, CMYK),
freqlentemente utilizado em artes graficas e impressdes, nunca foi descrito em estudos
de analise digital de IHC. Este sistema de cores é relacionado ao RGB, mas, ao contrario
de utilizar vermelho, verde e azul como cores primarias, utiliza ciano, magenta, amarelo e
preto. Por fim, nenhum dos estudos faz referéncia a analise de IHC em neoplasia

cervical.

O objetivo deste estudo é apresentar e validar uma técnica simples e acurada para

analise digital de imunohistoquimica, realizada com DAB corando citoplasma e verde de
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metila como contracoloragdo, utilizando o software Corel Photo Paint e o sistema de
cores CMYK, comparando-a ao sistema de cores RGB e a interpretacdo manual com

escore-H.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento e material

Foi realizado um estudo transversal com blocos de parafina de bidpsias cervicais
realizadas no periodo de 2000 a 2003, obtidos do Servico de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brasil. As bidpsias foram realizadas rotineiramente como parte
do rastreamento de cancer de colo uterino do hospital, com as amostras fixadas em
formaldeido e embebidas em parafina. Aprovacdo do Comité de Etica local foi obtida

antes de qualquer procedimento.

Imunohistoquimica

As amostras cervicais foram seccionadas com espessura de 4um, sendo o primeiro corte
corado com hematoxilina e eosina (H&E), com objetivo de revisdo de diagndstico

patologico, e o seguinte corado por IHC para ciclooxigenase-2 (COX-2).

Para proceder-se a IHC, as laminas foram secadas em 60°C for 20 minutes,
desparafinizadas em xilol, reidratadas através de varios gradientes de alcool e finalmente
lavadas com agua destilada. Recuperacao dos epitopos foi obtida fervendo-se as laminas

em solucio tampao de citrato, pH6.0, por 20 minutos e esfriando-as por mais 20 minutos.
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Posteriormente, as laminas foram dispostas em bandejas semi-automaticas para

realizagao de IHC (Sequenza, Thermo Electron Corporation; Waltham, MA, EUA).

A IHC foi realizada com a reacdo do complexo de avidina-biotina (ABC), utilizano
reagentes LV’s Ultravision (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), em temperatura
ambiente, de acordo com as orientagcdes do fabricante. Bloqueador do Perdxido de
Hidrogénio foi aplicado por 12 minutos, seguido por Bloqueador Ultra-V por 5 minutos
para bloquear biotina. As laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario,
originario de coelho, monoclonal, anti-COX-2 humano (Clone SP21; Labvision
Corporation; Fremont, CA, EUA), diluido em 1:150, por 30 minutos. A escolha do
anticorpo COX-2 foi devido ao fato de que previamente identificamos que apresenta
afinidade citoplasmatica especifica e porque apresenta marcada diferenga entre cérvice

normal e carcinoma cervical, caracteristicas de um biomarcador candidato a investigagéo.

Posteriormente, anticorpo secundario ligado a biotina foi aplicado por 30 minutos, sendo
seguido por estreptavidina-peroxidase por 10 minutos. A reagao entao foi revelada com a
aplicagao do cromdgeno DAB por 5 minutos. Como passo final, as laminas foram coradas
com o contraste verde de metila por 5 minutos, lavadas em agua destilada, desidratadas
em gradientes de alcool e protegidas com laminula. Controles negativos foram obtidos
omitindo-se o anticorpo primario. Carcinoma de mama foi utilizado como controle positivo

externo e células glandulares cervicais como controle positivo interno.

Obtencao das imagens

Para cada caso, trés regides representativas foram previamente escolhidas nas laminas
de H&E por um patologista cegado. Estas regides foram, entdo, fotografadas nas ldminas

de IHC utilizando-se microscépio com camera digital Nikon DXM 1200F, com software
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Nikon ACT1 versdo 2.63, equalizagédo de branco, 300 unidades arbitrarias (UA) de brilho
(considerado a iluminagdo padrdao do microscépio) e aumento de 200 vezes (Nikon;

Melville, NY, EUA).

As imagens foram gravadas originalmente em sistema de cores RGB, formato de
compressao JPEG (Joint Photographic Experts Group) em arquivos pequenos (+ 500KB;
1.280 x 1.024 pixels). Brilho e balango de cores foram ajustados inicialmente de acordo
com a imagem real visualizada pelas lentes do microscépio e foram mantidos exatamente

0s mesmos durante todo o processo de aquisigao de imagens.

Para analise adicional, foi também obtido um grupo de imagens em alta resolugéo
(£5000KB; 3.840 x 3.072 pixels) e um grupo com diferentes ajustes de luz. Todas as
imagens do estudo foram gravadas e processadas em um computador, baseado no

sistema Windowns, processador 2.00GHz, memdria RAM de 512MB.

Avaliagcdo manual e computadorizada

Cada imagem em tamanho pequeno de arquivo foi analisada por dois patologistas
utilizando o escore-H.” O percentual de células em cada categoria de coloragéo
citoplasmatica (negativo, fraco, moderado ou forte) foi contado e o escore-H obtido com a

seguinte formula:

Escore-H = (% células sem coloragéo x 0) + (% células fracamente coradas x 1) + (%

células moderadamente coradas x 2) + (% células fortemente coradas x 3)

Por conseguinte, o escore-H variou entre 0 (100% de células negativas) e 300 (100% de

células fortemente coradas), sendo que o escore final para cada caso foi uma média das
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trés diferentes areas avaliadas e uma média da avaliacdo dos patologistas. Valores

maiores ou iguais a 50 foram considerados positivos.

A mesma imagem analisada utilizando o escore-H foi também submetida a analise
computadorizada, primeiramente utilizando o sistema de cores RGB e posteriormente
utilizando o padrao CMYK. Imagens em RGB foram abertas no programa Corel Photo
Paint X3 (Corel Corporation; Eden Prairie, MN) e as areas de interesse, cancer ou epitélio
normal, foram selecionadas utilizando o comando “Mascara de Mao-Livre”. Este comando
permite ao usuario excluir areas da analise que nao sejam de interesse como estroma e
tecido glandular. Apds, o comando “Histograma” foi selecionado na barra de ferramentas
“Imagem”, mostrando os valores dos canais de cores vermelho, verde e azul. Numa
breve descricdo, histograma de cores é uma ferramenta que mostra a quantidade de

cada cor em determinada imagem.

Posteriormente, a imagem foi convertida para o padrdao CMYK e o mesmo procedimento
com o uso de histograma foi realizado, identificando-se os valores de ciano, magenta e
amarelo (figura 1). Os valores de preto nao sédo apresentados pelo software em vista das
imagens serem capturadas inicialmente em sistema RGB, o qual ndo apresenta preto.
Similarmente ao escore-H, os valores finais de RGB e CMYK para cada caso foi uma

média das afericdes em suas diferentes areas.

A partir dos valores de cores obtidos, possiveis escores foram criados combinado as
cores entre si ou utilizando valores brutos com o objetivo de quantificar a expressao de
DAB e compara-los ao escore-H. Com os valores do sistema de cores RGB, oito
possiveis escores foram calculados, alguns de acordo com estudos previamente
publicados %*%: 1) valor de vermelho; 2) valor de azul; 3) valor de verde; 4) vermelho +
azul; 5) verde/azul; 6) 255-vermelho 7) azul — (0.3*(vermelho + verde)); 8)
(255*azul)/(vermelho + verde + azul). Para o sistema de cores CMYK, seis diferentes

possiveis escores foram testados: 9) valor de ciano; 10) valor de magenta; 11) valor de
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amarelo; 12) magenta + amarelo; 13) (magenta/ciano)*100; 14) (magenta*100)/(magenta

+ amarelo).

Analise Estatistica

A correlagdo entre os possiveis escores em estudo e o escore-H foram avaliados
baseados no Coeficiente de Correlacdo de Spearman (r). Variaveis com distribuigdo
normal foram comparadas com uso do Teste t de Student, utilizando média + desvio-
padrdao (DP), enquanto comparacdao de variaveis com distribuicdo anormal foram
analisadas utilizando-se o Teste de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis. A concordancia
entre resultados foi avaliada em tabelas de contigéncia por Teste Exato de Fisher. Os
valores apresentados neste estudo sdo em unidades arbitrarias. Valores de P abaixo de

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

Um total de 26 imagens de 10 carcinomas de células escamosas (squamous cells
carcinoma, SCC) e 26 imagens de 10 cérvices normais foi selecionado para o estudo.
Alguns casos foram analisados em menos de 3 regides por serem pequenos.
Adicionalmente, 15 imagens de controles negativos (5 casos de cancer e 5 casos de

cérvice normal) foram selecionados. Ao total, 67 imagens foram incluidas para analise.

A expressdo de COX-2 foi predominantemente citoplasmatica, especifica para células
epiteliais, com poucas células inflamatérias expressando a proteina. Com o uso do
escore-H, 92,3% das imagens de cancer e 15,4% das imagens de cérvice normal foram
consideradas positivas para COX-2. Os valores do escore-H (média + desvio padrao)
para cancer, epitélio normal e controles negativos foram 158,65 + 71,85, 17,88 + 26,23 e

0 £ 0, respectivamente (Kruskal-Wallis, P<0,001).

Com os valores de cores obtidos pelo histograma de imagens em RGB e CMYK criou-se
diferentes escores que foram comparados ao manual escore-H. De todos os escores
testados, o escore que mais se aproximou da avaliagdo manual foi o obtido com os
valores brutos do canal de cor magenta do sistema CMYK (que chamaremos de escore-
magenta), com Coeficiente de Correlagdo de Spearman de 0,84 (tabela 1). Um exemplo
de interpretacdo da imunohistoquimica com os valores de cor magenta esta apresentado

na figura 1.
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Tabela 1. Coeficiente de correlagado de escores baseados em analise digital e

escore-H

Coeficiente de correlagao

Escores baseados em cores - analise digital de Spearman P
Escore 1 Valor de vermelho - 0,58 < 0,001
% Escore 2 Valor de azul -0,72 < 0,001
E Escore 3 Valor de verde -0,76 < 0,001
g Escore 4 Vermelho + Azul -0,68 < 0,001
§ Escore 5 Verde / Azul 0,77 < 0,001
§ Escore 6 255 — vermelho 0,58 < 0,001
E Escore 7 Azul - (0,3 * (Vermelho + Verde)) -0,82 < 0,001
Escore 8 (255 * Azul) / (Vermelho + Verde + Azul) -0,84 < 0,001
X Escore9  Ciano 0,57 < 0,001
§ Escore 10 Magenta 0,84 < 0,001
g Escore 11 Amarelo 0,76 < 0,001
g Escore 12 Magenta + Amarelo 0,79 < 0,001
*é Escore 13  (Magenta / Ciano) * 100 0,40 < 0,001
E Escore 14  (Magenta*100) / (Magenta+Amarelo) 0,04 0,6789
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Figura 1. Histograma de
amostras de carcinoma
cervical de células esca-
mosas mostrando (A)
forte, (B) moderada e (C)
negativa expressdao de
COX-2 por |IHC. As
imagens foram convertidas
previamente para o padrao
de cores CMYK, as areas a
serem analisadas foram
selecionadas e, entdo, a
ferramenta histograma foi
acessada, sendo o canal
de cor magenta sele-
cionado. Note que os
valores de magenta séao
equivalentes a intensidade

da coloragéao por IHC.
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Como o escore-H, o escore-magenta foi estatisticamente diferente entre os casos

normais, canceres e controles negativos (tabela 2).

Tabela 2. Valores de escore-magenta e escore-H para imagens de

carcinoma de colo uterino, colo normal e controles negativos

Categoria N Escore-magenta (média + DP) Escore-H (média + DP)
Cancer 26 30,17 £ 11,10 147,54 + 62,55

Normal 26 16,32+3,95 29,04 + 32,63

Controle negativo 15 13,28+ 1,16 00

P (Teste de Kruskal Wallis) <0,001 <0,001

A maioria das imagens negativas para o escore-H (<50) demonstrou valores entre 10 e

20 no escore-magenta. Assim, para préximas comparagdes, tomou-se como ponte de

corte de positividade no escore-magenta valores maiores ou iguais a 20 (figura 2).
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Figura 2. Correlagao entre escore-H e escore-magenta. r = 0.84; P < 0.001

72



Quando casos foram considerados, ndo imagens individuais, todos os 10 casos de
cancer foram positivos para COX-2 tanto no escore-H, quanto no escore-magenta. Para
os controles negativos, todos os casos foram negativos para ambos os escores. Entre os
casos normais, um caso foi classificado como positivo pelo escore-H e negativo pelo
escore-magenta, equanto outro caso foi o oposto, sendo classificado negativo pelo
escore-H e positivo pelo escore-magenta. Em resumo, o escore-magenta mostrou
concordancia em 93.33% dos resultados do escore-H quanto a casos positivos e

negativos. Resultados estdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3. Classificagao de casos por escore-magenta e escore-H.

Escore-H'
Positivo Negativo Total
Positivo 10 (90,9%) 1(9,1%) 11 (100%)

Escore-magenta1
Negativo 1 (5,3%) 18 (94,7%) 19 (100%)

Total? 11 19 30

' Escore-H, casos positivos 250; escore-magenta, casos positivos 220
? Teste Exato de Fisher: P< 0.001

Em vista de que identificamos que o escore-magenta correlaciona-se fortemente com o
escore-H em condigdes ideais, isto €, com iluminagcado e qualidade das imagens mantidas
as mesmas durante toda a analise, também testamos a performance do escore-magenta
em condicbes em que estes fatores variaram. O tamanho do arquivo de imagem nao
influenciou a média dos valores do escore-magenta, ndo havendo diferenga estatistica
entre as médias de arquivos pequenos (20,90 + 10,44) e arquivos grandes (21,01 %
10,39) (Mann-Whitney U Test, P=0,90). Entretanto, o ajustamento de intensidade de luz
do microscopio mostrou uma grande influéncia nos valores do escore-magenta, sendo
que imagens claras apresentaram valores diminuidos do escore e imagens escuras, 0
oposto. Uma analise de apenas 3 casos foi suficiente para mostrar esta diferenca (tabela

4).
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Tabela 4. Variagao nos valores do escore-magenta de acordo

com diferentes ajuste de iluminagdao do microscoépio

Intensidade de luz do microscopio

Alta Média Normal Baixa Muito baixa
Caso 1 6,26 15,21 23,52 43,09 61,7
Escore-
magenta Caso 2 7,22 16,41 25,06 44,52 62,99
Caso 3 28,26 43,84 58,01 86,62 108,35
Média' 13,91 25,15 35,53 58,08 77,68

" Teste de Kruskal Wallis: P=0.045

Finalmente, para compreendermos porque os valores do canal de cor magenta do

sistema de cores CMYK foi melhor que os outros valores dos outros canais, inclusive de

RGB, ou melhor que uma combinacao deles, analisamos as diferencas de cores entre

carcinomas e controles negativos para cada cor, RGB e CMYK. Magenta e amarelo

foram as cores que mostraram a maior diferenga entre casos positivos, que tinham

coloragao intensa pelo DAB, e casos negativos, que apresentavam somente o contraste

do verde de metila (figura 3). Este resultado era obviamente esperado, uma vez que a cor

marrom do DAB é composta principalmente de magenta e amarelo.
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Figura 3. Diferencas das aferigbes em carcinomas e controles negativos para cada
canal de cor do sistema RGB e CMYK, expressas em percentual. Note que o canal de
cor magenta apresenta a maior diferenga (média + DP, 55,98 + 7,28%) entre cancer e

controles negativos, seguido pelo canal de cor amarelo (54,97 + 6,49%). Valores de preto

PADRAO RGB

PADRAO CMYK

nao estao disponiveis na conversdo de RGB para CMYK pelo software.
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DISCUSSAO

Neste estudo apresentamos um novo e simples método de quantificar a reacdo de
imunohistoquimica realizada com DAB e verde de metila, a qual apresenta uma forte
correlagdo com escore-H. Este método é altamente objetivo e reprodutivel, ja que ndo é
dependente da interpretacdo do observador e € realizado por meio de uma metodologia
simples, com software de facil manuseio. Além de sua objetividade, o método permite
interpretagdo de nuances de coloragdo que a interpretagdo manual pode nido observar.
De acordo com nosso conhecimento, nenhum outro estudo descreveu esta técnica

previamente.

O processo de carcinogénese no colo uterino desencadeado apds a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV) ainda esta longe de ser completamente compreendido. A
medida que desvendamos as etapas moleculares que levam ao carcinoma invasor,
identificaremos marcos desse processo que poderao ser utilizados como biomarcadores
para risco de progressao, de recidiva apds tratamento ou de resisténcia a terapia. Ainda
mais, a melhor compreensdo do processo de malignizacdo nos permitira desenvolver
melhores tratamentos para a doenca, desde estagios pré-malignos até invasores."* Mas
nao sé o tratamento e o manejo clinico, mas também o rastreamento da doencga sera
beneficiado, adicionado-se valor ao rastreamento citolégico com a adigcdo de outros

testes.®!
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Assim como na pesquisa de outros tipos de cancer, IHC tem sido uma ferramenta
poderosa na elucidacdo do processo de carcinogénese cervical. Em cancer de colo
uterino e principalmente em suas lesdes precursoras, as areas alteradas podem ser
pequenas e, assim, requerem técnicas para identificagdo de genes/proteinas que
permitam visualizagdo direta no tecido. Immunohistoquimica € ideal para isso. P16, por
exemplo, tem sido utilizado como um marcador que se correlaciona fortemente com o
grau de displasia.*® A expressdo de COX-2 também tem sido associada com o grau de
gravidade dos carcinomas invasores e o tratamento com inibidores da COX-2 oferece

uma nova opcdo em terapia.’**

Entretanto a subjetividade e reprodutibilidade da interpretagdo da IHC sao importantes
questdes. Varios esforcos tém sido realizados para superar esta limitagdo, como o uso de
escores manuais padronizados (por exemplo, escore-H e escore-Q) e uso de analise
auxiliada por computador. Entretanto, a analise digital costumeiramente requer
treinamento, algoritmos complexos dificeis de compreender e software especifico de, na

maioria das vezes, alto custo.®”’

Ao invés de usar o sistema de cores RGB que varios estudos sobre andlise digital
utilizaram, desenvolvemos um escore utilizando o sistema de cores CMYK com bons
resultados. RGB e CMYK sao padroes de cores relacionadas. RGB é o sistema utilizado
pelos aparelhos como monitores de computadores, cameras e outros que emitem luz. As
cores sao divididas em vermelho, verde e azul e, por meio de sua combinacgao, todas as
outras cores secundarias sdo formadas. Em vista de que o sistema RGB utiliza luz para
criar suas imagens, € também chamado modelo aditivo de cores. Entretanto, enquanto
monitores emitem luz, papéis impressos absorvem ou refletem ondas de luz através de
outro sistema de cores, que é o sistema CMYK. Os pigmentos do padrao CMYK, ciano,
magenta, amarelo e preto, servem como filtros, subtraindo varias tonalidades de

vermelho, verde e azul da luz branca para produzirem todas as suas cores secundarias.
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Em vista disso, o sistema CMYK é chamado de modelo subtrativo de cores. Uma imagem
em RGB pode ser convertida facilmente para CMYK, e vice-versa, por programas simples
de edicdo de imagens, como o utilizado neste estudo. Valores obtidos na analise de

imagem em RGB também podem ser convertidos para CMYK por calculos matematicos.*

Nossos dados demonstraram que os valores obtidos com os canais de cores RGB
também apresentaram uma forte correlacio com a interpretacdo manual das
imunohistoquimicas, sendo capazes de distinguir os casos que foram corados com DAB.
Na tabela 1, os escores 7 e 8, ambos derivados do formato RGB, apresentaram uma forte
correlagdo com o escore manual, porém invertida. Estudos prévios ja fizeram uso destes
escores com resultados similares, mas a grande limitagcdo destes é que os valores de
cores obtidos do sistema RGB necessitam ser submetidos a calculos para se chegar no

escore final e a correlacdo é negativa, o que é potencialmente confuso. 2"?°

Quando convertemos as imagens para CMYK, utilizando a ferramenta presente no
software Corel Photo Paint, que também esta presente em inimeros outros softwares de
baixo custo, identificamos que os valores do canal de cor magenta mostraram uma forte e
positiva correlagdo com a interpretacdo manual do escore-H (tabela 1), mais faceis de
serem obtidos e interpretados que os escores derivados do sistema RGB. Esse potencial
de distincdo do magenta ocorreu porque esta cor foi isoladamente a que mais se
diferenciou entre os casos negativos, corados somente com o contraste verde de metila,
€ 0s casos positivos corados com marrom do DAB. O canal amarelo também apresentou
valores com marcada diferenca entre casos e controles, mas a correlagdo com o escore-
H foi mais baixa que magenta (Coeficiente de Correlagdo de Spearman, 0,76 vs. 0,84),
provavelmente porque os casos negativos também apresentaram moderadamente a cor

amarela.

A maioria dos estudos sobre interpretacdo de IHC com software de facil manuseio refere-

se & leitura da coloragéo nuclear com DAB e contracoloragdo com hematoxilina.*'®?° De
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acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a descrever metodologia
simples de interpretacao digital para coloragao de citoplasma com DAB e contracoloragao
com verde de metila, o que é também uma combinacao de coloragbes freqlientemente

utilizada em imunohistoquimica.

Este método apresenta, entretanto, uma limitagdo quando a variagdo de iluminagcéo das
imagens. Imagens claras apresentaram uma acentuada diminuicdo dos valores do
escore-magenta, enquanto imagens escuras mostraram altos valores. Este problema
também foi relatado por outros autores e pode ser controlado mantendo-se o0 mesmo
ajustamento de luz, tanto no microscopio quanto no software, durante todo o processo de
obtencdo das imagens.”? A imagem obtida com luminosidade ndo desejada pode ser
corrigida no software de edigdo de imagens, entretanto, baseados em nossa experiéncia
(dados ndao demonstrados), esse procedimento pode ndo ser suficiente e ainda assim

termos desigualdade de luminosidade entre as imagens.

Em nosso estudo, 2 de 30 casos foram discordantes com o escore-H. Revendo o caso
considerado negativo pelo escore-magenta (ponto de corte para positividade =20) e
positivo pelo escore-H (ponto de corte para positividade =50), o valor do escore-magenta
foi 16,63 e do escore-H, 61,67, ambos muito préximos dos limites estabelecidos. O
segundo caso foi erroneamente classificado como positivo pelo escore-magenta porque
se tratava de uma ladmina com reagdo inespecifica, com o anticorpo ligando-se a
queratina (e ndo ao citoplasma). Na leitura manual, os patologistas prontamente
consideraram com caso negativo, mas a leitura digital do tecido incluiu erroneamente a
presenga do cromoégeno. Este erro também foi descrito por outros autores e pode ser
facilmente evitado selecionando-se a area / caso para analise que nao apresente

coloragao inespecifica. '>%°

O uso de andlise digital de imunohistoquimica qualifica ainda mais este valoroso método

pois (a) podemos identificar pequenas diferencas de coloragdo nos tecidos, os quais
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passariam despercebidamente aos olhos de patologistas, (b) diminui acentuadamente a
subjetividade e reprodutibilidade de interpretagdo e (c) fornece valores que podem ser
consistentemente ranqueados, ao invés de serem colocados na mesma categoria,

possibilitando maior valor estatistico.

Em conclusédo, o método descrito neste estudo € baseado em procedimentos simples que
podem ser executados em um computador pessoal, utilizando-se software de baixo
custo. Relativamente mais facil que os procedimentos previamente descritos em sistema
de cores RGB e comparavel a interpretagdo manual utilizando-se o escore-H. O método é
extremamente simples: apds o arquivo da imagem ser aberto, com a regiao de interesse
selecionada, apenas trés cliques sao necessarios para completar a analise. Os
resultados sdo objetivos e extremamente reprodutiveis, reduzindo a variabilidade intra e
inter-observadores. Laboratorios e centros de pesquisa com recursos limitados podem se
beneficiar com o uso desta técnica simples. Mais estudos devem ser realizados para

avaliar a técnica em diferentes tecidos e com diferentes anticorpos.
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8.2. Versido em inglés
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ABSTRACT

The study of biomarkers by immunohistochemistry (IHC) for cervical cancer and
intraepithelial lesions is a promising field. However, manual interpretation of IHC and

reproducibility of the scoring systems can be highly subjective.

In this article, we present a novel and simple computer-assisted IHC interpretation method
based on cyan-magenta-yellow-black (CMYK) color format, for tissues with

diaminobenzidine cytoplasmatic staining counterstained with methyl green.

A total of 67 microscopic images of cervical carcinoma, normal cervix and negative
controls were analyzed in Corel Photo Paint X3 software in CMYK and red-green-blue
(RGB) color format, and compared to manual H-score IHC assessments. The clearest and
best positive correlation with the H-score was obtained using the image in CMYK color
format and crude values of magenta color (Spearman Correlation Coefficient=0.84;
agreement of 93.33%, p<0.001). To obtain this value, only three steps were necessary:
convert the image to CMYK format, select the area of interest for analysis and open the

color histogram tool to visualize the magenta value.

This novel method is more easily interpreted than previous computer-assisted methods
based on RGB color format and presents a strong correlation with the manual H-score. It

is simple, objective, and requires only low-cost software and minimal computer skills.
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INTRODUCTION

Immunohistochemistry (IHC) has been used to analyze, describe and compare the effects
of several proteins involved in malignant diseases. In cervical cancer and especially
cervical intraepithelial lesions, where the lesions are usually small, this method permits
the visualization of protein expression in specific regions. While DNA/RNA analysis
techniques can objectively detect the amount and activity of the protein in sample tissue,
they may not accurately reflect the expression of the proteins under study, and may not
detect their localization in situ. On the other hand, IHC can demonstrate how much and
where this expression occurs in its histological context."? IHC has also been used for the
study of many other gynecological tumors such as breast, ovarian and endometrial
tumors. In breast cancer, for example, IHC is routinely used for estrogen receptors,

progesterone receptors and, more recently, HER2/neu proto-oncogene.>*

Currently, however, the interpretation of IHC can be highly subjective, prompting the need
for more reliable and quantitative techniques. Many pathologists express IHC results
based on the impression of the number of positive cells, relying upon an arbitrary cutoff
that may range from 5 to 50%, with intensity of the reaction having little or no importance.
Other manual scores, such as the H-score and the Q-score, give a final score with more
detailed quantitative information based on categories of staining intensity and
number/percentage of stained cells.>” Regardless of the scoring technique utilized, most

are cumbersome and subject to high intraobserver and interobserver variability.®
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To provide a more objective and reproducible interpretation of IHC, many computer-
assisted image analyses have been employed and have proven to be superior to manual
visual interpretations, thereby lessening inter-observer variation and providing more
accurate and detailed staining quantification. '>'® Many of the studies that use computer-
assisted analyses, however, require complex procedures and expensive software that is

often not available in many laboratories and research centers.'*'"'®

Other studies have relied upon low-cost software developed for graphic arts (e.g. Adobe
Photoshop) and simple procedures for IHC image analysis, that provide good results for
quantifying the chromogen reaction. These studies use the color system Red-Green-Blue
(RGB) for image analysis, which is the system widely used for digital cameras and
computer screens, with red, green and blue as primary colors. Most of these techniques
include the use of diaminobenzidine (DAB) for nuclear staining and hematoxylin for

counterstaining.*1"1216.19-24

None of the studies that relied upon simple computer-assisted analyses have utilized the
low-cost image software, Corel Photo Paint, that is also widely used for graphic arts.
Additionally, there is no mention of a different type of IHC staining that is frequently used:
cytoplasmatic DAB counterstained with methyl green. Moreover, the Cyan-Magenta-
Yellow-Black (CMYK) color system, frequently used for printing and graphic images, has
not been described for IHC image analysis. This color system is related to RGB, but
instead of red, green and blue, the primary colors of CMYK are cyan, magenta, yellow and
black. Finally, none of the studies that rely upon computer-assisted IHC analysis have

investigated cervical neoplasia.

The aim of this study is to present and validate a simple and accurate technique for
performing computer-assisted IHC analysis for cervical samples that are stained

cytoplasmatically with DAB and counterstained with methyl green, using Corel Photo Paint
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software and the CMYK color system, as compared to RGB color system and to manual

interpretation using the H-score.
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MATERIAL AND METHODS

Design

We performed a retrospective analysis of archival paraffin blocks of cervical biopsies from
normal cervix and cervical carcinoma that were obtained from the Department of
Pathology at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, from 2000 through 2003. Routine
cervical biopsies were performed for cervical cancer screening, with samples fixed in
formaldehyde and embedded in paraffin. Local ethics committee approval was obtained

prior to any procedure.

Immunohistochemistry

Samples were cut at 4um, with the first section stained for H&E for pathologic diagnosis

and the following section stained for cyclooxygenase-2 (COX-2).

For IHC, slides were dried at 60°C for 20 minutes, deparaffinized in xylene, rehydrated
through a graded ethanol series and then washed with distilled water. Antigen retrieval
was achieved by boiling the tissues in citrate buffer, pH 6.0, for 20 minutes and then
cooling the slides for 20 minutes. Slides were then placed in Sequenza semi-automated

immunostainer (Thermo Electron Corporation; Waltham, MA).
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IHC was performed with the avidin-biotin complex (ABC), using LV’s Ultravision® Kit
(Labvision Corporation; Fremont, CA), at room temperature, according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, Hydrogen Peroxide Block was applied for 12 minutes
to quench endogenous peroxidase activity, followed by Ultra V Block for 5 minutes to
block biotin. Slides were incubated with primary antibody, rabbit monoclonal anti-COX-2
(Clone SP21; Labvision Corporation), diluted at 1:150, for 30 minutes. COX-2 primary
antibody was chosen because of its very specific cytoplasmatic staining and because it

presents a marked difference between normal cervix and cervical carcinoma.

Subsequently, biotinylated secondary antibody, goat anti-rabbit, was applied for 30
minutes, followed by streptavidin-peroxidase for 10 minutes. Immunorreactive complexes
were detected using DAB chromogen exposure for 5 minutes. Finally, slides were
counterstained with methyl green for 5 minutes, washed in distilled water, dehydrated in
graded ethanol, cleared with xylene and mounted. Negative controls were obtained
skipping the primary antibody. Breast carcinomas were used as an external positive

control and cervical glandular cells were used as an internal positive control.

Imaging

For each case, 3 representative regions were chosen previously by a pathologist at H&E
slides, blinded to IHC results, and then images were captured from immunostains. Each
picture was acquired using a Nikon DXM 1200F digital camera microscope, Nikon ACT1
version 2.63 software, white-balanced, with 20X objective lens (Nikon; Melville, NY).
Images were recorded in Red-Green-Blue (RGB) color mode, JPEG format (Joint
Photographic Experts Group) in small files (£ 500KB; 1,280 x 1,024 pixels). Brightness
and color balance were adjusted to match the image seen through the lens on the first

slide and kept the same for all pictures.

88



For further analysis, a group of pictures with high resolution (+5000KB; 3,840 x 3,072
pixels) and varying microscope light adjustments were obtained. All images were stored

and processed in a personal Windows-based PC, processor 2.00GHz, 512MB RAM.

Manual and Digital scoring assessment

Each image in a small file format, at 300AU (arbitrary units) of brightness (considered to
be the standard microscope illumination) was analyzed by two blinded pathologists using
the H-score.” The percentages of cells with cytoplasmatic staining in each category
(negative, weak, moderate or strong brown staining) were counted and the H-score was

obtained according to the following formula:

H-score = (% cells unstained x 0) + (% cells stained weak x 1) + (% cells stained

moderate x 2) + (% cells stained strong x 3).

The H-scores ranged from 0 (100% negative cells) to 300 (100% strong staining). The
final H-score for each case was a mean of the 3 different areas and a mean of the

pathologists’ evaluations. A value at least 50 was considered positive.

The same images analyzed using the H-score underwent computer-assisted analysis, first
using the RGB color system and then using the CMYK color system. Images using the
RGB color system were opened in Corel Photo Paint X3 (Corel Corporation; Eden Prairie,
MN) and the areas of interest, cancer or normal epithelium, were delimited using the
“Freehand mask” tool. This software tool allows the user to exclude from analysis those
areas that are not important for the analysis, such as cervical stroma or endocervical
glands. After that, from the “Image” toolbar, the “Histogram” tool was opened and the

mean values of red, green and blue channels were visualized. Simply described, a color
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histogram is an analysis of an image derived by counting the number of pixels falling into

each color category.

Next, the image was converted to the CMYK color system and the same “Histogram”
procedure was performed. Mean values for cyan, magenta and yellow were recorded
(figure 1). Values for black were not presented by the software since the images are the
result of a transformation from another color format and the color black is omitted in this
conversion. Similar to the H-score, the final RGB and CMYK values for each case were

the mean of 3 different areas.

From the color data obtained, candidate scores that could represent DAB staining were
calculated with a combination of different color channels. From the RBG color format
analysis, we applied eight different candidate scores, as some previous authors have
suggested®?°: 1) red value; 2) blue value; 3) green value; 4) red + blue; 5) green/blue; 6)
255-red; 7) blue — (0.3*(red + green)); 8) (255*blue)/(red + green + blue). For the CMYK
color format, 6 different candidate scores were tested: 9) cyan value; 10) magenta value;
11) vyellow value; 12) magenta + vyellow; 13) (magenta/cyan)*100; 14)

(magenta*100)/(magenta + yellow).

Statistical Analysis

Values reported in this study are in arbitrary units. The correlation between computer-
assisted candidate scores and the H-score were evaluated based on the Spearman
Correlation Coefficient. Comparisons of variables with normal distributions were analyzed
using the Student’s t-test, while comparison of variables with non-normal distributions

were evaluated using the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis test. Two-by-two
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contingency tables were evaluated by Fisher's Exact Test for agreement between

evaluations . P-values under 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

A total of 26 images from 10 cervical carcinoma cases and 26 images from 10 normal
cervix cases were selected for the study. Some small lesions generated less than 3
images. Additionally, 15 images of negative controls (5 cancers and 5 normal cervices)

were taken. In total, 67 pictures were included for analysis.

COX-2 expression was predominantly cytoplasmatic, very specific to epithelial cells, with
few inflammatory cells expressing the protein. Using the H-score interpretation, 92.3% of
cancer pictures and 15.4% of normal cervix pictures were positive for COX-2.The mean
H-scores (x standard deviation) for cancer, normal epithelium and negative control
pictures were 158.65 = 71.85, 17.88 + 26.23 and 0 % 0, respectively (Kruskal-Wallis test,

p<0.001).

With the histogram color values obtained from the RGB and CMYK analysis, we created
different computer-assisted scores and compared them to the H-score. From all candidate
scores, the gross magenta value obtained from the CMYK color system histogram (named
Magenta-score) presented the best positive correlation with the H-score, with a correlation
coefficient of 0.84 (table 1). An example of an immunohistochemical study using the

Magenta-score is shown in figure 1.

92



Table 1. Correlation coefficients of computer-assisted scores and the H-score

Computer assisted scores Spearman Correlation Coefficient p
Score 1 Red value -0.58 < 0.001
Score 2  Blue value -0.72 < 0.001

% Score3  Green value -0.76 < 0.001

.§ Score4  Red + Blue -0.68 < 0.001

§ Score 5  Green/Blue 0.77 <0.001

§ Score 6  255-Red 0.58 < 0.001
Score 7 Blue — (0.3 * (Red + Green)) -0.82 < 0.001
Score 8  (255*Blue) / (Red + Green + Blue) -0.84 < 0.001
Score9  Cyan 0.57 <0.001

é Score 10 Magenta 0.84 < 0.001

‘:;: Score 11 Yellow 0.76 < 0.001

g Score 12 Magenta + Yellow 0.79 < 0.001

% Score 13 (Magenta / Cyan) * 100 0.40 <0.001
Score 14  (Magenta*100) / (Magenta+Yellow) 0.04 0.6789
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Figure 1. Histogram of
samples showing (A)
strong, (B) moderate and
(C) negative COX-2
expression by IHC. Images
were converted to the CMYK
color system, the area of
interest was selected and
the histogram was
generated to show the
magenta channel value.
Note that the magenta value
correlates  with  staining

intensity.
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Like the H-score, the Magenta-score was statistically different for normal cases, cancer

cases and negative controls (table 2).

Table 2. Magenta-Score and H-score values for pictures of normal

cervix, cervical carcinoma and negative controls

Category N  Magenta-score (mean+SD) H-score (mean+SD)
Cancer 26 30.17+£11.10 147.54 + 62.55
Normal 26 16.32+3.95 29.04 + 32.63
Negative Control 15 13.28 +1.16 00

p (Kruskal Wallis Test) <0.001 <0.001

Most of the negatives cases for the H-score (<50) obtained values between 10 and 20 on

the Magenta-score. Therefore, an arbitrary cutoff of 20 on the Magenta-score was

selected for further analysis (figure 2).
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Figure 2. Correlation between the H-score and the Magenta-score. r = 0.84; P < 0.001
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When cases as a whole were considered (not individual pictures), all of the 10 cancer
cases tested were positive for COX-2 on both H-score and Magenta-score. For the 10
negative controls, all were negative for both scores. Among the normal cases, one case
was classified positive by the H-score and negative by the Magenta-score and another
case was the opposite, graded negative by the H-score and positive by the Magenta-
score. In summary, the Magenta-score showed an agreement of 93.33% with the H-score.

Results are summarized in Table 3.

Table 3. Classification of cases by the Magenta-score and H-score

H-score'

Positive Negative Total

Positive 10 (90.9%) 1(9.1%) 11 (100%)
Magenta-Score1
Negative 1(5.3%) 18(94.7%) 19 (100%)

Total? 11 19 30

! Magenta-score, positive cases 220; H-score, positive cases 250;
2 Fisher's Exact test: p< 0.001

Since we found that the Magenta-score correlates very strongly with the H-score under
ideal conditions, where microscope illumination and picture quality were kept the same for
all analyses, we also tested the performance of the Magenta-score under varying
conditions. File size did not influence the mean Magenta-score, as demonstrated by no
statistical difference between small files (20.90 + 10.44) and large files (21.01 £ 10.39)
(Mann-Whitney U Test, P=0.90). However, microscope light adjustment did have a strong
influence on the Magenta-score, with bright pictures showing diminished values and dark
pictures showing increased values. An analysis of only 3 cases was enough to show this

difference (table 4).
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Table 4. Variation in Magenta-score values under different microscope light

adjustments

Microscope light intensity
High  Medium Normal Low Very low
Case1 6.26 15.21 23.52 43.09 61.7
Magenta-Score Case2 7.22 16.41 25.06 4452 62.99
Case3 28.26 43.84 58.01 86.62 108.35
Mean' 1391 2515 35,63 58,08 77,68

' Kruskal Wallis test: P=0.045

Finally, in order to understand why the magenta channel crude value from the CMYK color
system performed better than any other value or combination of values for the purposes of
distinguishing positive and negative staining, we analyzed the differences between
carcinoma cases and negative controls for each color channel of RGB and CMYK.
Magenta and yellow were the colors that showed the highest difference between the
positive cases, with the brown staining of DAB, and negative cases, with the green
staining of methyl green (figure 3). This result was obviously expected because the brown

color of DAB is mainly composed of magenta and yellow.
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Figure 3. Differences in percentage of RGB and CMYK color system mean values between
carcinoma and negative controls. Note that the magenta channel showed the highest percentage
difference (55,98 + 7,28%) between means values for cancer and negative controls followed by yellow
(54,97 + 6,49%). Values of black “K” not available when a RGB image was converted to CMYK by the

software.
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DISCUSSION

In this study, we have presented a novel yet simple method to measure DAB
counterstained by methyl green that shows a strong correlation with the H-score. This
method is highly objective and reproducible, since it is not dependent on human
interpretation, and is performed by a simple technique with user-friendly software. In
addition, it provides a quantitative assessment capable of distinguishing slight differences
in staining intensity. Based on our knowledge, no other study has previously described

this technique.

The carcinogenic process leading from cervical infection with human papillomavirus (HPV)
to invasive cervical cancer is not completely understood. As we increase our discovery
and understanding of biomarkers that may reflect crucial molecular steps in the
carcinogenic process, we will be better able to identify women at risk of progression to
more advanced disease including invasive carcinoma. Likewise, we will be better able to
manage precursor lesions and plan cervical cancer treatment."*® Thus, not only
treatments and clinical decisions, but also screening can be enhanced by the use of these
biomarkers, adding value to the cytological exam.?' As in other many cancers, IHC is a
powerful tool that has been used to elucidate the process of cervical carcinogenesis. In
cervical cancer and especially CIN, lesions may be very small and require techniques for
direct visualization of the gene/protein in the tissue. IHC is ideal for this process. P16, for
example, has been used as a marker that correlates with the degree of dysplasia.>* COX-

2 expression has also presented a positive correlation with cervical carcinoma, and
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treatment with COX-2 enzyme inhibitors offers a potential approach for improving cancer

therapy.?33

However, IHC subijectivity and interpretation reproducibility have been important pitfalls.
Many efforts have been made to overcome these problems, such as the use of manual
scoring systems (for example, the H-score and the Q-score) and computer-assisted
analysis of staining. Computer assisted methods of assessing immunohistochemical
staining often require sophisticated computer skills, complex algorithms that are difficult to

understand and specific (and sometimes costly) software.*”

Instead of using the RGB color format that many other studies of computer-assisted IHC
interpretation have used, we developed a score using the CMYK color format with better
results. RGB and CMYK are related color systems. RGB is the color used by computer
monitors, digital cameras and other devices that emit light. The color is divided into red,
green and blue, and with their combination all secondary colors can be developed.
Because the RGB color format uses light to display the colors, it is called an additive color
model. Whereas monitors emit light, inked paper absorbs or reflects specific wavelengths,
using commonly a different color system: CMYK. Cyan, magenta and yellow pigments
from the CMYK system serve as filters, subtracting varying degrees of red, green and blue
from white light to produce a selective gamut of spectral colors. Therefore, CMYK is the
color system used for printing and is called a subtractive color model. RGB can be easily
converted to CMYK (and vice versa) by simple photo-editors software, such as the one

used in this study, or by mathematical calculation.?*

Our data demonstrated that values obtained from the RGB color format also show a
strong correlation with manual IHC interpretation and are also capable of identifying the
DAB brown staining. In Table 1, scores 7 and 8, both derived from the RGB color format,
present an inverted and strong correlation with the H-score. Previous studies have applied

those scores with similar good results, but the main limitation of this method for us was
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that values from the RGB color system need to be submitted beforehand to mathematical
calculations to be applicable for analysis, and the correlation was inverted and potentially

confusing.?’?°

When we converted the image to the CMYK color system, using the conversion tool
presented in Corel Photo Paint, which is also available in many other similar low-cost
software applications, we found that the crude magenta value showed a strong and
positive correlation with the H-score (table 1), easier to interpret than scores derived from
RGB color format. This occurred because the magenta showed the highest difference
between the positive cases, with the brown staining of DAB, and the negative cases, with
the green staining of methyl green (table 5). The yellow channel also presented values
with marked difference between cases and controls, but the correlation with the H-score
was lower than magenta (Spearman Correlation Coefficient 0.76 vs. 0.84), probably

because the negative cases also presented moderate yellow color.

Most of the studies using low-cost and user—friendly software for IHC analysis have
referred to DAB nuclear staining and hematoxylin for counterstaining.*'®?° To our
knowledge, this is the first paper to describe DAB cytoplasmatic staining and methyl green
counterstaining, which is a very common type of IHC staining, in computer-assisted IHC

analysis using simple procedures.

One caveat for the use of the Magenta-score is due to the strong influence of image
brightness. Bright images show a marked diminution of values for the score, while darker
images show higher values. This limitation has been experienced for IHC by previous
authors and can be controlled by maintaining the same light adjustment for microscope,
camera and software during the entire process, allowing comparability between slides."*?°

The image brightness can also be corrected in the photo-editor software, even for extreme

differences between dark/bright cases, but this is not recommended: based on our

100



experiments (data not shown), this procedure can alter the relative staining values

obtained.

In our study, 2 cases out of 30 were discordant with the H-score (table 3). Reviewing the
case considered negative by the Magenta-score (cutoff 220) and positive by the H-score
(cutoff 250), the Magenta-score was 16.63 and the H-score was 61.67, both too close to
our arbitrary threshold. The second case had a positive incorrect classification according
to the Magenta-score because non-specific staining was read as positive staining. This
difficulty was experienced by other authors and can be avoided by selecting the correct

area/cases for analysis, where there is no nonspecific staining.'>?

This computer-assisted technique for quantification of staining, in which tissues displaying
slight differences in staining intensity can be consistently ranked rather than placed in the
same staining “category”, presents an important opportunity for epidemiologic research
into cancer etiology. Greater statistical power is provided by at least two factors: first, the
ability to detect small differences in intensity, and second, the reduction in
misclassification provided through computerized assessment of staining intensity. Studies
assessing the importance of biomarker expression in cervical cancer cases vs. controls
may benefit from increased statistical power when using a continuous measurement of
staining intensity, rather than a dichotomous assessment of presence/absence of staining,

or a categorical approach such as no/weak/strong staining.

In conclusion, the method described in this study is based on simple procedures that can
be performed on a personal desktop computer using a low-cost software application. It is
easier to use than the previous scores proposed for the RGB color format and comparable
to manual H-score results. The method is simple: after the file has been opened, with the
region of interest identified on the image, only 3 clicks are required for the analysis to be
completed. The results are objective and extremely reproducible, reducing intra and inter-

observer variability. Laboratories and research centers with limited resources may benefit
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from the use of this simple technique. Further studies should be applied to different

tissues and different antibodies.
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RESUMO

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) tem sido descrito como um potente
fator angiogénico, porém sua relacdo com outros marcadores moleculares — c-fms (proto-
oncogene receptor do fator estimulador de colénia de macrofagos) e COX-2

(ciclooxigenase 2) — é pobremente compreendido no processo de carcinogénese cervical.

Com o objetivo de avaliar esta relacdo, amostras de 26 cérvices normais, 28 lesdes
escamosas intraepiteliais cervicais de baixo grau (low-grade squamous intraepithelial
lesions, LSIL), 30 lesbes escamosas intraepiteliais cervicais de alto grau (high-grade
intraepithelial lesions, HSIL) e 28 carcinomas de células escamosas (squamous cells
carcinoma, SCC) foram analisados por imunohistoquimica para VEGF, c-fms e COX-2.
Para cada marcador, a intensidade da reacao foi avaliada com escore-H, utilizando-se

ponto de corte de 50 (variacdo de 0 a 300).

O percentual de positividade em epitélio de cérvice normal, LSIL, HSIL e SCC foi,
respectivamente: (a) VEGF - 11,5%, 39,3%, 53,3% e 75% (P<0,001); (b) c-fms - 0%,
10,7%, 40% e 67,9%, (P<0,001); e (c) COX-2 - 7,7%, 39,3%, 80% e 100%, (P<0,001). A
expressao estromal de VEGF e de c-fms também se correlacionou com a gravidade das
lesdes, sendo que VEGF estromal mostrou-se mais intenso que epitelial, enquanto c-fms
foi fracamente positivo no estroma em relagado ao epitélio. A expressdo de COX-2 no
estroma foi esparsa e nao foi influenciada pelo grau das lesdes. VEGF mostrou-se

estatisticamente relacionado a expressdo de c-fms e COX-2 em HSIL (P=0,020 e
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P=0,027, respectivamente) e SCC (P=0,015 e P=0,005, respectivamente), mas a co-
expressdao de um ou de outro ndo foi indispensavel para a expressdo de VEGF.
Considerando-se apenas lesfes intraepiteliais, a expressado de c-fms estava associada a
HSIL (OR=5,56; IC 95%, 1,19-29,32; P=0,025) e também COX-2 estava associada a

HSIL (6,18; 1,67-24,01; P=0.004), enquanto VEGF nao mostrou associagao.

Concluimos que a expressado de VEGF foi considerada um evento precoce, com intensa
participagcao do estroma, mostrando associagao a expressao de c-fms e COX-2. C-fms e
COX-2 devem ser considerados como marcadores potenciais para risco de progressao
de NIC ja que estavam associados a HSIL. Nossos dados também mostram que VEGF,
c-fms e COX-2 sao possiveis alvos moleculares para prevengao e tratamento do cancer
cervical ja sua expressdo esta intimamente correlacionada com o processo de

carcinogénese cervical.
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INTRODUCAO

Por décadas, a neovascularizagdo (angiogénese) associada a progressao de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) para carcinoma invasor tem sido descrita pelo exame de
colposcopia.’ Mais recentemente, a avaliacdo detalhada por microscopia confirmou este
aumento da angiogénese durante o processo de malignizacdo da cérvice uterina, nao

somente nas lesdes, mas também no tecido benigno periférico.z'3

A angiogénese é um passo fundamental para a proliferagdo celular, invasao e
desenvolvimento de metastases em tumores. E amplamente aceito que para o
crescimento tumoral agressivo € necessario que ocorra um aumento proporcional do
suprimento vascular. Neste processo, uma grande variedade de fatores de crescimento
pré-angiogénicos sao produzidos pelas células tumorais, células inflamatérias e células
estromais.*® Entre este estimulos, o fator de crescimento vascular endotelial (endothelial
vascular growth factor, VEGF) tem sido descrito como um potente fator angiogénico em
varios tumores ginecoldgicos e inumeros estudos indicam que a expressdo aumentada

de VEGF acompanha a transformagdo maligna de lesdes precursoras.®>®

Em células de mamiferos, a familia de VEGF é composta de 5 subtipos: A, B, C, D e fator
de crescimento placentario (PIGF). Adicionalmente, proteinas que sao estruturalmente
relacionadas ao VEGF existem em virus parapox (VEGF-E) e pegconha de cobras (grupo
de proteinas denominadas VEGF-Fs). VEGF-A é o mais importante subtipo em relagao a

angiogénese, estando intimamente correlacionado ao processo de criacdo e também
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manutencédo de vasos sanguineos. Cinco isoformas de VEGF-A sdo descritas: VEGF-
A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A189 and VEGF-A206. Neste estudo, iremos

referir VEGF-A simplesmente como VEGF.>"®

Vaérios fatores regulam a expressdo de VEGF, incluindo alteragbes teciduais como
hipdxia, stress oxidativo e mecanico, privagdo de glicose, acidose, citoquinas e
oncogenes.® Em tecidos tumorais, mutagdes de oncogenes e de genes supressores de
tumores, com consequente producao de determinadas citoquinas, sdo freqientemente

associados a alta expressdo de VEGF e conseqiiente angiogénese.®

Dos fatores que influenciam a produgdo de VEGF, o proto-oncogene receptor de fator
estimulador de colénia de macréfagos (macrophage colony stimulating factor receptor, c-
fms) e a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) tém sido estudados em varios tumores
humanos, porém sua expressdo em cancer cervical e lesbes precursoras €

incompletamente compreendido.'®%

C-fms foi primeiramente descrito como receptor celular responsavel por diferenciagao,
proliferacdo e ativacdo de fagdcitos mononucleares.? Entretanto, a expressdo anormal
de cfms com ou sem seu ligante, fator estimulador de colbnia de macréfagos
(macrophage colony-stimulating factor, CSF-1), tem sido documentada em uma ampla
variedade de tumores epiteliais, incluindo carcinoma de mama, ovario, endométrio,
pulmdes, rins, pancreas e préstata.’”?® C-fms é um homdlogo celular do oncogene
retroviral de sarcoma felino (feline sarcoma retrovirus oncogene, v-fms) e sua ativagao
ocasiona intensificagdo de inumeras vias que controlam proliferacido e diferenciacéo
celular.?®* Fortes evidéncias sugerem que c-fms possa promover angiogénese por meio
de um aumento na expressao de VEGF, tanto em condi¢des benignas, como em tecidos

16,17,31,32

tumorais. Entretanto, estudos sobre o envolvimento de CSF-1/c-fms em

desenvolvimento de NIC e carcinomas cervicais escamosos (squamous cell carcinoma,

115



SCC) sdo extremamente raros e, ainda mais, ndo existem estudos sobre sua interagédo

com VEGF em patologia cervical.>*3¢

COX-2 é a enzima responsavel pela conversao de acido aracdbnico em prostaglandinas,
sendo indetectavel na maioria dos tecidos normais. COX-2 é especificamente induzida
em tecidos inflamatérios e neoplasicos, duas condigdes geralmente associadas a
angiogénese. COX-2 também estimula a proliferacdo celular, promove resisténcia a
apoptose e inibe a resposta imune. COX-2 pode promover angiogénese através de
diferentes maneiras: aumento direto da produgdo de VEGF; estimulo de crescimento,
migracao e formacgao tubular de células endoteliais pelos seus eicosandides; aumento da
sobrevivéncia de células endoteliais por inibicdo de proteinas apoptéticas; diminuicdo de
inibidores de angiogénese; aumento de metaloproteinases que degradam a matriz
extracelular permitindo invas&o vascular.’”*® A associacdo entre COX-2 e VEGF tem sido
documentada em varios tumores como de bexiga, estdmago, pancreas, cabeca e

pescoco, intestino, pulmao, ovario, mama e endométrio.'®253°

Evidéncias recentes indicam que COX-2 também estd envolvida no processo de
carcinogénese cervical, estando associada a gravidade dos achados, metastases e pior
progndstico.'"*%® Entretanto, o papel de COX-2 em NIC foi avaliado por poucos
estudos.?*"*° Da mesma maneira, relatos sobre a relagdo de COX-2 e VEGF em cancer

cervical sdo restritos.®'"*"*2 E além disso, ainda mais raros quando em relacdo a NICs.®

O presente estudo objetiva analisar a expressdo de VEGF, c-fms e COX-2, e suas
relagbes mutuas, nos diferentes estagios da carcinogénese cervical para melhor
compreender este processo e também para avalia-los como potenciais marcadores de

risco de progressao da doenca.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento e sele¢ao das amostras

Bidpsias realizadas em mulheres rastreadas para cancer cervical entre 2000 e 2003 no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil, foram selecionadas para analise. As
pacientes eram rotineiramente testadas para papilomavirus humano de alto risco (HPV)
por Captura Hibrida Il (Digene Corporation; Gaithersburg, MD, EUA). Amostras de cérvice
normal foram selecionadas de biépsias de mulheres que eram sabidamente negativas
para HPV de alto risco, a fim de garantir a normalidade das amostras. Amostras de
cérvice normal e NIC foram provenientes de uma coorte de pacientes rastreadas pelo
Estudo Latino-americano de Rastreamento (Latin America Screening Study, LAMS
Study), enquanto carcinomas invasores foram selecionados de amostras de pacientes
que foram tratadas no mesmo periodo, no mesmo hospital, mas que nao faziam parte da
coorte LAMS. Todas as biopsias foram fixadas em formaldeido e embebidas em parafina
de acordo com a rotina do laboratério. Aprovacdo do Comité de Etica Local foi obtida

antes de qualquer procedimento.

Selegdo de regides para analise

As amostras foram seccionadas com espessura de 4um, sendo o primeiro corte corado

em hematoxilina-eosina (H&E) para confirmar o diagnostico histolégico por dois
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patologistas independentes. Os cortes seguintes foram processados por
imunohistoquimica (IHC) para detecgdo de VEGF, c-fms e COX-2. Em cada lamina
corada por H&E, em média trés regides representativas eram demarcadas sob
microscopia, aumento de 200X, de maneira cegada aos resultados de IHC, para posterior
analise nas laminas de IHC. Esse procedimento assegurava que exatamente a mesma
regido seria interpretada em cada procedimento de IHC e que regides realmente com

lesbes seriam avaliadas.

As amostras foram categorizadas em cérvice normal, lesdo escamosa intraepitelial de
baixo grau (low grade squamous intraepithelial lesion, LSIL, equivalente a NIC 1), lesdo
escamosa intraepitelial de alto grau (high grade squamous intraepithelial lesions, HSIL,

equivalente a NIC 2 e 3) e SCC.

Imunohistoquimica

Para proceder-se a IHC, as laminas foram secadas a 60°C por 20 minutos,
desparafinizadas em xilol, reidratadas através de varios gradientes de alcool e finalmente
lavadas com agua destilada. Recuperacao dos epitopos para COX-2 foi obtida fervendo-
se as laminas em solugao tampéo de citrato, pH 6.0, por 20 minutos e esfriando-as por
mais 20 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para os epitopos de VEGF,
entretanto utilizou-se solugdo tampao de 1mM de acido etilenodiamino tetra-acético
(ethylenediaminetetracetic acid, EDTA), pH 8,0. As laminas de c-fms nao foram
submetidas a recuperagao de epitopos. Posteriormente, as laminas foram dispostas em
bandejas semi-automaticas para realizacdo de IHC. (Sequenza, Thermo Electron

Corporation; Waltham, MA, EUA).
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IHC foi realizada pela reacdo do complexo de avidina-biotina (ABC), utilizando-se
reagentes LV’s Ultravision (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), em temperatura
ambiente (TA), de acordo com as orientagbes do fabricante. Bloqueador de Peréxido de
Hidrogénio foi aplicado por 12 minutos, seguido por bloqueador Ultra-V por 5 minutos
para bloqueio de biotina. As laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario:
anticorpo monoclonal de coelho anti-VEGF humano, diluido na propor¢cao de 1:150, por
40 minutos em TA (reage com VEGF-A, aminoacidos variantes 121, 165 e 189; cat #RB-
9031; Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA); anticorpo policlonal de coelho anti-c-
fms humano, diluido em 1:50, por 12 horas em 4°C (cat #CBL776; Chemicon
International; Temecula, CA, USA); anticorpo monoclonal de coelho anti-COX-2 humano
diluido em 1:150 por 30 minutos em TA (cat #RB-9072; Labvision Corporation; Fremont,

CA, EUA).

Posteriormente, anticorpo secundario ligado a biotina foi aplicado por 30 minutos, sendo
seguido por estreptavidina-peroxidase por 10 minutos. Finalmente, a reagao foi revelada
com a aplicacdo do cromégeno diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos. Como passo final,
as laminas foram contracoradas com verde de metila por 5 minutos, lavadas em agua
destilada, desidratas em gradientes de alcool e protegidas com laminula. Controles
negativos foram processados concomitantemente omitindo-se o anticorpo primario.
Controles positivos externos para VEGF, c-fms e COX-2 foram obtidos de amostras de
angiosarcoma, amigdala e carcinoma colénico humanos, respectivamente. Em vista de
ser tecnicamente impossivel manejar todas as ladminas ao mesmo tempo, cada
procedimento de IHC continha a mesma propor¢gao de amostras normais, LSIL, HSIL,

SCC, controles negativos e positivos.
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Interpretacao

As regides previamente selecionadas na coloragdo H&E foram fotografas nas laminas de
H&E e IHC utilizando-se microscopio com camera digital Nikon DXM 1200F(Nikon;
Melville, NY, EUA), magnificacdo de 200X. O percentual de células em cada categoria de
coloragao citoplasmatica (negativo, fraco, moderado ou forte) foi contado e o escore-H

obtido com a seguinte formula:

Escore-H = (% células sem coloragéo x 0) + (% células fracamente coradas x 1) + (%

células moderadamente coradas x 2) + (% células fortemente coradas x 3)

Por conseguinte, o escore-H variou entre 0 (100% de células negativas) e 300 (100% de
células fortemente coradas). Epitélio escamoso e estroma foram incluidos igualmente em
cada imagem e foram avaliados individualmente para IHC. Valores maiores ou iguais a

50 no escore-H foram considerados positivos

Analise Estatistica

Os valores da IHC foram apresentados de duas maneiras: (a) para demonstrar a
expressao de cada anticorpo em tecido normal, LSIL, HSIL e SCC, cada caso foi
considerado uma média de todas as suas regides analisadas; e (b) para avaliar a
associagao de c-fms, COX-2 e VEGF, cada regido analisada foi considerada como uma

medida individual.

Comparagao das médias do escore-H entre os tipos de lesao foi realizada utilizando-se o
teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis e comparagao das proporgdes, com Qui-quadrado
de Pearson. Modelos de regressao linear em etapas foram utilizados para testar a

correlacéo da expressao de c-fms e COX-2 com VEGF. Risco foi calculado em razdes de
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chance (odds ratio, OR) e intervalos de confianga (IC) de 95%. Em todos os testes,
P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Em vista dos valores obtidos no
escore-H apresentarem distribuicdo assimétrica, eles sdo relatados em mediana e

percentis 25 e 75.

O célculo de poder realizado antes do estudo indicou que seriam necessarios 28
pacientes em cada categoria para alcangarmos um poder de 80%, com IC de 95%. Para
confirmar que nossos resultados nédo foram devido ao acaso, repetimos o célculo de
poder utilizando os dados obtidos e encontramos poder de 99,80% para analise de VEGF

e 100% para c-fms e COX-2.
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RESULTADOS

O estudo incluiu 112 pacientes divididas em 26 casos normais, 28 LSIL, 30 HSIL e 28

SCC. Ao total, destes casos, 324 diferentes regides foram analisadas.

Encontramos uma direta relagdo entre a gravidade das lesbes e aumento de expressao
de VEGF, tanto em epitélio escamoso, quanto em estroma (figuras 1). Epitélio normal,
LSIL, HSIL e SCC foram considerados positivos para expressdo de VEGF em 11,5%,
39,3%, 53,3% e 75% dos casos, respectivamente (P<0,001), enquanto o estroma
adjacente foi positivo em 15,4%, 53,6%, 96,7% e 89,3% dos casos, respectivamente

(P<0,001).
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Figura 1. Expressao de VEGF em epitélio escamoso (colunas pretas) e estroma
(colunas cinzas) de casos normais, LSIL, HSIL e SCC. A expresséo epitelial de
VEGF foi estatisticamente diferente entre todas as categorias (Teste de Kruskal-Wallis,
P<0.001). Entretanto, na expressdo estromal de VEGF, ndo houve diferenga entre
casos normais e LSIL (Teste de Mann-Whitney U, P=0,141) e entre casos de HSIL e
SCC (Teste de Mann-Whitney U, P=0,436). Todas as outras compara¢des em estroma
foram diferentes estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, P<0.001). Valores

apresentados em mediana (percentis 25 e 75).
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A expressdo de c-fms também foi analisada por IHC ao longo das etapas de
transformagdo maligna da cérvice uterina. A expressao epitelial e estromal de c-fms
apresentou um aumento correlacionado com a gravidade das lesbes (figura 2).
Entretanto, a expressao no epitélio foi notavelmente mais intensa que a expressao no
estroma em todas as categorias, com exceg¢do dos casos normais (Teste de Mann-
Whitney U, P=0.218). Cérvice normal, LSIL, HSIL e SCC apresentaram positividade para
c-fms no epitélio escamoso de 0%, 10,7%, 40% and 67,9% dos casos, respectivamente

(P<0.001).
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Figura 2. Expressao de c-fms em epitélio escamoso (colunas pretas) e estroma
(colunas cinzas) de casos normais, LSIL, HSIL e SCC. A expressao epitelial de c-
fms foi diferente entre todas as categorias analisadas (Teste de Kruskal-Wallis,
P<0,001). Em estroma, c-fms nao foi diferente entre cérvice normal e LSIL (Teste de
Mann-Whitney U, P=0,380), mas foi diferente entre todas as outras categorias (Teste

de Kruskal-Wallis, P=0,010). Valores apresentados em mediana (percentis 25 e 75).

A expressao epitelial de COX-2 apresentou um aumento gradual de acordo com a
gravidade das lesoes, sendo positivo em 7,7%, 39,3%, 80% e 100% dos casos normais,
LSIL, HSIL e SCC, respectivamente (P<0.001) (figura 3). Entretanto, esta tendéncia nao

foi identificada no estroma, a qual foi diferente apenas entre cérvice normal e HSIL.
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Interessantemente, encontramos uma constante expressdo de COX-2 em tecido
glandular cervical, presente desde tecido benigno até casos de carcinoma, mas estes

dados nao foram incluidos na analise se tratar de outro tipo de epitélio (Figura 4).
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Figura 3. Expressdao de COX-2 em epitélio escamoso (colunas pretas) e
estroma (colunas cinzas) de cérvice normal, LSIL, HSIL e SCC. A
expressao epitelial de COX-2 foi diferente entre todas as categorias analisadas
(Teste de Kruskal-Wallis, P<0,001), mas no estroma esta diferenca nao foi
identificada (Teste de Kruskal-Wallis, P<0,054). Em relagédo ao estroma, a Unica
diferencga identificada foi entre cérvice normal e HSIL (Teste de Mann-Whitney

U, P=0,003). Valores apresentados em mediana (percentis 25 e 75).

As figuras 4 e 5 apresentam exemplos de resultados de IHC para VEGF, c-fms e COX-2.
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Figura 4. Coloragiao em H&E e imunohistoquimica para VEGF, c-fms e COX-2 em tecido normal e NICs.
Primeira linha: areas pré-selecionadas em H&E de regides representativas de cérvice normal, LSIL e HSIL.
Segunda linha: cérvice normal com discreta expressao citoplasmatica de VEGF em células basais de epitélio
escamoso e moderada expressdo em estroma subjacente; LSIL com fraca positividade para VEGF no epitélio
escamoso € intensa coloragdo para VEGF em células inflamatérias (seta); HSIL com forte coloragao para
VEGF em 75% do epitélio escamoso. Terceira linha: expressédo de c-fms negativa em cérvice normal; LSIL
com algumas células epiteliais escamosas positivas para c-fms no citoplasma e alguns nucleos; HSIL com
intensa, porém irregular, positividade citoplasmatica no epitélio para c-fms. Quarta linha: cérvice normal com
expressao ausente de COX-2 em epitélio e presente em algumas células estromais (inflamatérias); LSIL com
moderada positividade citoplasmatica para COX-2 em células epiteliais, além de células glandulares
endocervicais normais (setas) também mostrarem reagao para COX-2; HSIL francamente positivo para COX-

2 com coloragéo regular no citoplasma. Aumento de 200X.
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Figura 5. Expressdao de VEGF, c-fms e COX-2 em carcinoma cervical invasor e
estroma adjacente. A expressdo de VEGF (A) é mais intensa no estroma do que em
células tumorais, enquanto a expressao de c-fms (B) e COX-2 (C) é praticamente
ausente no estroma e fortemente intensa no epitélio. Aumento de 400X.
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Para testar a influéncia de c-fms e COX-2 na expressao de VEGF, procedemos a analise
individual de cada categoria de lesao. Isto permitiu que pudéssemos controlar um forte
fator de confusdo que é proprio grau da lesao, visto que a expressdao de VEGF
aumentava a medida que as lesdes eram mais graves (figura 1). A expressao epitelial de
VEGEF foi significantemente influenciada por c-fms e por COX-2 em lesdes de HSIL e
SCC (tabela 1). Por exemplo, em SCC, a expressdao de VEGF em regides COX-2
positivas apresentou mediana de 100 (percentis 25 e 75; 50-150), enquanto nas regides
COX-2 negativas o valor correspondente de VEGF foi 40 (0-100) (Teste de Mann-
Whitney U, P=0,024). Igualmente, a influéncia de c-fms em VEGF em casos de SCC
pode ser identificada quando comparamos a expressao de VEGF em regides VEGF+/c-
fms+, 100 (70-150), a regides VEGF+/c-fms-, 10 (0-95,5) (Teste de Mann-Whitney U,

P=0,002).

Tabela 1. Influéncia de c-fms e COX-2 na expressao epitelial de VEGF em regides de

cérvice normal, LSIL, HSIL e SCC.

Associagao

c-fms / VEGF COX-2 / VEGF
Categoria da lesédo Beta padronizado (IC 95%) P Beta padronizado (IC 95%) P
Normal 0,00 (-0,66-0,66) 0,999 0,08 (-0,25-0,52) 0,480
LSIL -0,01 (-0,39-0,35) 0,932 0,03 (-0,20-0,26) 0,809
HSIL 0,25 (0,06-0,64) 0,020 0,24 (0,02-0,34) 0,027
SCC 0,26 (0,07-0,61) 0,015 0,30 (0,09-0,50) 0,005

Como préximo passo, analisamos o valor de c-fms, COX-2 e VEGF como preditores de
HSIL entre as lesdes intraepiteliais. Nesta analise, excluimos casos de carcinoma invasor

€ casos hormais, limites do espectro de lesdes, que sdo importantes vieses no calculo de
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risco. Entre casos de lesdes intraepiteliais, a expressao de VEGF néao foi um fator de
risco associado a HSIL, enquanto c-fms (OR=5,56) e COX-2 (OR=6,18) foram

estatisticamente considerados preditores (tabela 2).

Tabela 2. Associacido da expressao epitelial de VEGF, c-fms e COX-2 nas LSIL
como preditoras de HSIL

LSIL HSIL Odds Ratio (IC 95%) de
NIC positiva para ser

Marcador N (%) N (%) HSIL P*
VEGF positivo 11 (40,7%) 16 (59,2%)

negativo 17 (54,8%) 14 (45,2%) 1,77 (0,55-5,75) 0,65
c-fms positivo 3 (31,4%) 12 (68,6%)

negativo 25 (54,8%) 18 (26,1%) 5,56 (1,19-29,32) 0,025
COX-2 positivo 11 (20%) 24 (80%)

negativo 17 (58,1%) 6 (41,9%) 6,18 (1,67-24,01) 0,004

* Qui-quadrado de Pearson
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DISCUSSAO

VEGF

Nossos resultados demonstram claramente que a expressdo de VEGF aumenta em
paralelo com a progressado das lesdes cervicais, de epitélio normal ao estagio invasor.
Adicionalmente, a expressao de VEGF nao foi limitada ao epitélio escamoso cervical, ja
que um nivel elevado deste fator foi identificado também no estroma, sugerindo que o
tecido adjacente as lesbes tem um papel importante no processo de angiogénese. Um
achado interessante foi que a expressao de VEGF no estroma de HSIL, mais intensa que
a do proprio epitélio, foi comparavel a encontrada no estroma de cancer. Isto sugere que
o estroma adjacente a HSIL esta sendo modificado (preparado) para fornecer abundante
vascularizagdo para a invasdo celular que ocorrera quando HSIL progredir para

microinvasao.

O forte efeito angiogénico de VEGF também tem sido identificado em varios tumores.>*

Em cancer cervical, esta claramente associado a um aumento da densidade vascular na
progressdo das lesdes precursoras.®'®'>' Além disso, em concordancia ao nosso
achado de aumento de VEGF também no estroma adjacente as lesdes, um estudo prévio
evidenciou que o epitélio benigno adjacente a NICs também expressa altos niveis de

VEGF.?
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C-fms

De acordo com nosso conhecimento, a observacdao de que a expressao de c-fms
aumenta em paralelo a transformagao maligna da cérvice foi descrita pela primeira vez
neste estudo. Cerca de 70% dos casos de cancer foram positivos para c-fms, com grande
contribuicdo do epitélio e pouca expressdo no estroma, enquanto nenhum caso positivo
foi identificado em cérvice normal. Embora a expressao estromal de c-fms tenha sido

discreta, também apresentou diferenca estatistica entre os diversos graus de lesdes.

Somente um estudo analisou previamente por IHC a expressdo de c-fms na cérvice
uterina, mas casos de carcinomas invasores nao foram incluidos na analise, além dos
resultados serem diferentes dos nossos achados: a expressao de c-fms foi descrita como
igual em epitélio normal e NIC 3.%% Entretanto, similarmente aos nossos resultados, outros
estudos com diferentes tumores confirmam o aumento de c-fms de acordo com a
gravidade das lesbes. Em cancer de bexiga, por exemplo, o percentual de células
positivas para c-fms foi descrito como 10,6%, 15,5%, 16,7% e 45,5% para atipia,
displasia, carcinoma in situ e carcinoma invasor de células transicionais de bexiga,
respectivamente.’® Lesdes pré-malignas de prostata e mama também mostram niveis de

c-fms que aumentam & medida que as lesdes progridem para estagios invasores.*°

CSF-1, o ligante de c-fms, apresenta niveis séricos elevados em pacientes HPV positivas
e em pacientes com NIC e, além disso, significantemente mais elevados em pacientes
com estagios avangados de cancer invasor quando comparados a estagios iniciais.>***
Fluido peritoneal de pacientes com tumores cervicais extensos também apresentam

niveis acentuados de c-fms.*® Adicionalmente, foi demonstrado que células epiteliais de

trés diferentes linhagens (endocervical, ectocervical e vaginal) quando imortalizadas com
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genes E6 e E7 de HPV16 secretam altos niveis de CSF-1 in vitro, o que também foi

evidenciado in vivo em secregdes vaginais.*®

Por conseguinte, € adequado supor que o proto-oncogene c-fms identificado em nossas
amostras esta potencialmente ativado ja que (a) CSF-1 é detectado em altos niveis em
pacientes com cancer cervical por diferentes metodologias, (b) CSF-1 é um fator
altamente soluvel que possibilita interagbes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas entre
diferentes compartimentos e (c) linfécitos, monécitos, macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais, todos abundantemente encontrados na cérvice uterina, podem produzir este

fator.

Além disso, um potencial mecanismo de ativagdo autdcrina causado pela expressao
excessiva ou inapropriada de c-fms também tem sido descrita. Por exemplo, a simples
expressao aumentada do gene normal de c-fms (clonado num vetor retroviral e
transfectado em células que expressam CSF-1 normalmente) é suficiente para induzir um
fenotipo totalmente transformado do receptor em fibroblastos e células epiteliais.™
Ademais, c-fms pode ser convertido para um oncogene ativo por simples mutagao
randémica, o que & suspeito de acontecer quando sua expressao € elevada, como em

nossos casos de cancer cervical."’

COX-2

Embora COX-2 tenha sido extensivamente estudada em casos de carcinoma cervical
invasor, esse € o primeiro relato que demonstra o aumento de COX-2 no processo de
malignizacao utilizando todo o espectro de lesdes, de benignas a invasoras. Um total de
100% dos casos de cancer cervical demonstrou positividade para COX-2, em contraste

aos dois casos de tecido normal que foram positivos, 0 que sugere um importante papel
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de COX-2 na progressao da carcinogénese cervical. Curiosamente, identificamos uma
constante expressao de COX-2 em tecido glandular normal, desde estagios benignos até
invasores. Na verdade, COX-2 tem sido descrita como enzima constitutiva de vesiculas
seminais, cérebro, ovario e de areas uterinas onde ocorre a implantacdo do

blastocisto.*:°

Em um estudo recente, a expressdao de COX-2 foi identificada como aumentada em
carcinoma cervical quando comparado a NIC, mas a expressdo em NIC foi igual a
expressao em casos benignos inflamatoérios. Nesse mesmo estudo, casos de NIC foram
tratados como uma categoria tnica, ndo separados em LSIL e HSIL ou NIC 1, 2 ¢ 3. 8
Outro estudo incluiu separadamente casos normais, com displasia leve, moderada e
severa, encontrando associacdo de COX-2 e gravidade das lesdes, mas nao incluiu
casos de doenca invasora.”® Um estudo adicional descreveu que a expressdo de COX-2
intensificava-se em carcinoma microinvasor quando comparado a NIC 3, porém néao
havia casos de lesdes de baixo grau e cérvice normal no estudo.”® Outros autores
também evidenciaram positividade para COX-2 em 12 de 13 casos de tumores cervicais
testados, enquanto controles normais eram negativos.” O Unico estudo que até o
momento incluiu todo o espectro de lesdes cervicais, diferentemente dos relatos
anteriores, concluiu que a expressao de COX-2 nao estava significantemente associada
com a evolugdo das lesdes.*® Em resumo, dos cinco artigos acessados sobre COX-2,
quatro demonstraram diferenga na expressdo de COX-2 comparando pelo menos dois

estagios do processo de carcinogénese cervical.

Uma grande quantidade de evidéncias derivadas de estudos epidemioldgicos, estudos in
vitro e experimentos in vivo tém indicado que COX-2 esta efetivamente envolvida no
processo de carcinogénese em varios tipos de tumores.'®?3° Adicionalmente, dados

epidemiolégicos demonstram que individuos que fazem uso regular de anti-inflamatérios
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nao esterdides tem risco reduzido de desenvolver cancer coldnico e suas lesbes

precursoras como polipo adenomatoso.®°

Influéncia de c-fms e COX-2 na expressao de VEGF

Apesar do fato de que analise por IHC, por principio, ndo é o melhor método para
estabelecer uma relagédo de causa e efeito, nossos resultados sugerem que c-fms possa
influenciar positivamente a expressdo de VEGF em HSIL e SCC. Provavelmente c-fms
nao seja um desencadeador do processo inicial de expressao de VEGF, ja que nao
identificamos esta relacdo em LSILs, mas pode ser um importante contribuidor em lesbes
de alto grau e estagios invasores. Em estudos de células ndo tumorais, CSF-1 por meio
de c-fms induziu mondcitos a produzir e expressar VEGF em maneira dose-dependente e
também, via VEGF, aumentou a diferenciagdo de células da medula 6ssea em células
endoteliais.*"*> Em estudos com tumores, o bloqueio da expressdo de c-fms em ratos
com enxerto de carcinoma mamario suprimiu o crescimento tumoral em 40-50% e estava
associado a um importante decréscimo de VEGF e diminuicdo da atividade
angiogéncia.”® Tratamento com CSF-1 também aumentou o nUmero de vasos
sanguineos em tumores de pulmé&o inoculados em ratos, além de elevar os niveis sericos
de VEGF." Entretanto, ndo existem estudos prévios sobre c-fms e VEGF em cancer
cervical que possamos utilizar para comparagao. Enfim, de acordo com o conhecimento
atual e de acordo com os nossos resultados, sugerimos que c-fms possa induzir a
expressao de VEGF durante o processo de carcinogénese cervical, mas maiores estudos

S0 necessarios.

COX-2 também foi correlacionada a expressao de VEGF em casos de HSIL e SCC e, em
vista disso, as mesmas conclusdes de c-fms podem ser tomadas. Tem sido sugerido que

COX-2 estimula a produgcdo de VEGF principalmente por meoio de protaglandina E2
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(PGE2), um dos mais abundantes prostandides detectados na maioria dos tumores
epiteliais.*’ Ainda mais, os efeitos dos prostandides produzidos pela COX-2 na
angiogénese podem ser amplificados por uma alga de alimentacdo retrograda onde
VEGF ativa mutuamente a liberacdo de acido-araquidbnico pela fosfolipase-A2 e a
expressdo de COX-2, aumentando a producdo de PGE2.°"%> Embora extensivamente
investigada em outros tumores, a relacdo entre COX-2 e VEGF na progressao de lesdes
cervicais foi abordada somente em um estudo (que nao incluiu casos de cancer invasor),
sugerindo uma correlacdo tardia entre os dois.® De acordo com nossos resultados, é
dificil estabelecer se COX-2 esta influenciando c-fms que influencia VEGF ou c-fms
influencia COX-2 que age em VEGF ou, outra possibilidade, que ambos COX-2 e c-fms

influenciam simultaneamente VEGF.

Uso potencial de COX-2 e c-fms como biomarcadores

Este estudo mostrou que, entre lesdes intraepiteliais cervicais, c-fms e COX-2 foram
fatores de risco para a lesado ser classificada como HSIL. Uma grande variedade de
marcadores moleculares associados a oncogénese de outros tecidos tem sido também
investigada na cérvice uterina. O objetivo destes estudos é detectar um marcador
precoce de risco de progressao para HSIL e, assim, prevenir tratamentos
desnecessarios. Um estudo ideal para analisar o valor de cada biomarcador de risco de
progressao de LSIL deveria conter casos que LSIL que progrediram para HSIL e casos
que nao progrediram. Entretanto, como em outros relatos, nosso estudo abordou de
maneira diferente este risco, mesmo assim podendo quantificar a importancia de cada

marcador. 2,7-10,14,48,50

Em conclusao, nossos resultados indicam que VEGF, c-fms e COX-2 estdo associados

com a transformacgado maligna da cérvice uterina, aumentando a medida que as lesbes
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tornam-se mais graves. O aumento de VEGF apresentou importante contribuicdo do
estroma subjacente em lesbes intraepiteliais. COX-2 e c-fms parecem influenciar a
expressao de VEGF tanto em pré-invasivos, quanto em estagios invasores, mas nenhum
dos dois foi indispensavel para a expressdo de VEGF, ja que encontramos regides VEGF

positivas que eram inteiramente negativas para estas duas proteinas.

A inibigdo da angiogénese é uma alternativa atrativa para o tratamento de céancer cervical
e sua prevencdo em vista de que a neovascularizagdo € um evento intensamente
relacionado a progressdao de CINs e o endotélio de vasos benignos é usualmente
quiescente, sendo pouco afetado por drogas anti-angiogénicas. Uma grande variedade
de drogas esta sendo desenvolvida e a identificagdo de novos alvos moleculares na
cascata angiogénica da carcinogénese cervical podera levar a importantes desfechos

clinicos em nossas pacientes.
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9.2. Versao em inglés
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) has been well described as a potent
angiogenic factor but its relationship to other molecular markers - c-fms (proto-oncogene
macrophage colony-stimulating factor receptor) and COX-2 (cyclooxygenase 2) - is poorly

understood in cervical carcinogenesis.

In this study, biopsies from 26 benign cervix, 28 low-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL), 30 high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) and 28 squamous
cervical carcinomas (SCC) were analyzed by immunohistochemistry (IHC) for VEGF, c-
fms and COX-2 expression. For each marker, H-score was calculated and used for

analysis at cut-off level of 50 (range 0-300).

Positive epithelial expression in normal cervix, LSIL, HSIL and SCC were, respectively: (a)
VEGF - 11.5%, 39.3%, 53.3% and 75% (P<0.001); (b) c-fms - 0%, 10.7%, 40% and
67.9%, (P<0.001); and (c) COX-2 - 7.7%, 39.3%, 80% and 100%, (P<0.001). Stromal
VEGF expression was higher than epithelial expression in all CIN grades, with a linear
increase to cancer. Stromal c-fms expression was weak, but showed an increasing trend
in parallel with disease progression. COX-2 expression in the stroma was weak and did
not correlate to lesion grade. VEGF expression was statistically related to c-fms and COX-
2 expression in HSIL (P=0.020 and P=0.027, respectively) and SCC (P=0.015 and
P=0.005, respectively), but co-expression of one or the other was not indispensable for

VEGF. When only intraepithelial lesions were counted, expression of c-fms was
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associated with HSIL (OR=5.56; 95%CI, 1.19-29.32; P=0.025) and COX-2 was also
associated with HSIL (6.18;1.67-24.01; P=0.004), whereas VEGF expression was not a

risk factor for HSIL.

Our data shows that VEGF, c-fms and COX-2 are possible molecular targets for cervical
cancer prevention and treatment. VEGF expression had intense stromal expression
showing close association to COX-2 and c-fms. C-fms and COX-2 should deserve close

attention as potential markers of risk for progressive CIN.
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INTRODUCTION

For decades, neovascularization (angiogenesis) associated with progression of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN) lesions to invasive carcinoma has been described by
colposcopy.’ More recently, microscopic analysis of cervical biopsies has confirmed such
an increased angiogenesis during the disease progression from the normal cervix through
different grades of CIN to cancer, not only in the lesions but also in their surrounding

tissues.?®

Angiogenesis is an essential step to support cell proliferation, invasion and development
of metastasis in cancer. It is agreed that tumor growth is preceded by an increase in
vascular supply to feed neoplastic tissue*. A variety of pro-angiogenic growth factors are
released into the micro-environment by malignant, inflammatory and stromal cells in
response to various stimuli.** Among others, vascular endothelial growth factor (VEGF)
seems to be a potent angiogenic factor in many gynecological tumors, and several
studies indicate that VEGF expression closely correlates with the malignant

transformation of cervical precancer lesions.>®"

In mammalian cells, the VEGF family consists of five members, VEGF-A, B, C, D and
placental growth factor (PIGF). In addition, proteins that are structurally related to VEGFs
exist in parapoxvirus (VEGF-E) and snake venom (a group of proteins known as VEGF-

Fs). VEGF-A is closely related to angiogenesis and vessels maintenance in humans, and
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five isoforms have been described VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A189

and VEGF-A2086. In this study, we refer to VEGF-A simply as VEGF.>'®

Several factors regulate VEGF expression, including local alterations as hypoxia,
oxidative and mechanical stress, glucose deprivation, acidosis, cytokines and oncogenes.
® In tumor tissues, mutation of certain oncogenes and tumor suppressor genes and
abnormal production of certain cytokines are frequently related to high VEGF expression

and angiogenesis.’

Of the factors that influence VEGF expression, the proto-oncogene macrophage colony-
stimulating factor receptor (c-fms) and the enzyme cyclooxygenase 2 (COX-2) have been
studied in various human tumors, but their expression in cervical cancer and its

precursors is incompletely understood. %%

C-fms was first described as a receptor for differentiation, proliferation and activation of
mono-nuclear phagocytes.”® However, abnormal expression of c-fms, with or without its
ligand, macrophage colony-stimulating factor (CSF-1), has been documented in a wide
variety of epithelial tumors, including carcinomas of breast, ovary, endometrium, lung,

kidney, pancreas, and prostate.?”?

C-fms is the cellular homologue of the retroviral
oncogene v-fms, and its activation triggers multiple signal transduction pathways
controlling cell proliferation and differentiation.?®*° There is some tentative evidence
suggesting that c-fms can induce angiogenesis by stimulating VEGF in both benign and

malignant conditions.'®'"3'32 Scanty of data on the involvement of CSF-1/c-fms in CIN

and cervical cancer are available, and no studies on its interactions with VEGF .33

COX-2, an enzyme responsible for the conversion of arachidonic acid to prostaglandin, is
undetectable in most normal tissues. However, COX-2 is specifically induced in
inflammation and neoplasia, both being conditions associated with angiogenesis. COX-2

also stimulates cell proliferation, resistance to apoptosis and inhibition to immune
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surveillance. COX-2 can promote angiogenesis through many pathways: an increase of
VEGF production; a stimulation of endothelial cell sprouting, migration, and tube formation
by its eicosanoid products; an enhancement of vascular endothelial cell survival by up-
regulation of anti-apoptotic proteins; down-regulation of endogenous angiogenesis
inhibitors; and an up-regulation of matrix metalloproteinases required for vascular
invasion.*”*® The close relationship between COX-2 and VEGF has been documented in
many tumors, such as bladder, gastric, pancreatic, head and neck, colorectal, lung,

ovarian, breast and endometrial cancer.'®?>%

There is some recent evidence implicating that COX-2 is involved also in cervical
carcinogenesis, being associated with advanced disease, metastasis and poor
prognosis.’“%*® However, the role of COX-2 in CIN lesions has been addressed by few
studies only.24"*° Similarly, reports on the relationship between COX-2 and VEGF in
cervical cancer are rare.®'"*"*? Furthermore, reports are even more infrequent about CIN

lesions.®

The present study objectives to analyze the expression of VEGF, c-fms and COX-2 and
their mutual relationships in the different stages of cervical carcinogenesis, from normal
cervix to invasive carcinoma, to better understand this process and also to evaluate them

as potential markers of risk of disease progression.
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MATERIALS AND METHODS

Design and subjects

Routine cervical biopsies from women participated in cervical cancer screening between
2000 and 2003 at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, were selected for analysis.
Patients were routinely tested for high-risk human papillomavirus (HPV) by Hybrid
Capture Il (Digene Corporation; Gaithersburg, MD). Material from the normal cervices was
obtained from the women, who were negative for high-risk HPV in this assay. Normal
cervix and CIN samples were selected from a cohort of patients screened for cervical
cancer - Latin America Screening Study (LAMS Study). Squamous cervical carcinoma
samples were selected from archival paraffin blocks, derived from women who were
treated during the same period in this same hospital, but not included in the LAMS cohort.
All biopsies were fixed in formaldehyde and embedded in paraffin according to routine

procedures. Local ethics committee approval was obtained prior to any procedure.

Selection of regions for analysis

Samples were cut at 4um, with the first section stained with H&E to confirm the
histological diagnosis accessed by two independent pathologists. The immediately
following sections were stained for VEGF, c-fms and COX-2 immunohistochemistry (IHC)
at the University of Texas Health Science Center at San Antonio (UTHSCSA). From each
H&E slide, a mean of three representative areas of the lesion were selected at X200

maghnification (blind to IHC results), and marked for subsequent analysis on the IHC
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slides. This procedure assured that exactly the same region was read for all different IHC

markers.

Lesions were categorized as normal cervix, low grade squamous intraepithelial lesions
(LSIL, equivalent to CIN 1), high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL, which

comprises CIN 2 or CIN 3) and squamous cell carcinoma (SCC).

Immunohistochemistry

Slides were dried at 60°C for 20 minutes, de-paraffinized in xylene, re-hydrated through a
graded ethanol series and then washed with distilled water. Antigen retrieval for COX-2
was achieved first by boiling the tissues in citrate buffer, pH 6.0, for 20 minutes and then
by cooling the slides for 20 minutes. The same procedure was performed to VEGF in
1mM EDTA buffer, pH 8.0. C-fms slides were not submitted to antigen retrieval. Slides
were then placed in a semi-automated immunostainer (Sequenza, Thermo Electron

Corporation; Waltham, MA, EUA)

IHC was carried out with the avidin-biotin complex (ABC), using LV’s Ultravision Kit
(Labvision Corporation; Fremont, CA), at room temperature (RT), according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, Hydrogen Peroxide Block was applied for 12 minutes
to quench endogenous peroxidase activity followed by Ultra V Block for 5 minutes to block
biotin. Slides were incubated with the primary antibody as follows: rabbit monoclonal anti-
human VEGF diluted at 1:150 for 40 minutes at RT (reacts with the 121, 165 and 189
amino acid splice variants; cat #RB-9031; Labvision Corporation); rabbit polyclonal anti-
human c-fms at 1:50 overnight at 4°C (cat #CBL776; Chemicon International; Temecula,
CA); rabbit monoclonal anti-human COX-2 diluted at 1:150 for 30 minutes at RT (cat #RB-

9072; Labvision Corporation). Subsequently, biotinylated secondary antibody, goat anti-
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rabbit, was applied for 30 minutes followed by streptavidin-peroxidase for 10 minutes.
Immunoreactive complexes were detected using diaminobenzidine chromogen exposure
for 5 minutes. Finally, slides were counterstained with methyl green for 5 minutes, washed

in distilled water, dehydrated in graded ethanol, cleared with xylene and mounted.

Negative controls were concomitantly processed by omitting the primary antibody.
External positive controls for VEGF, c-fms and COX-2 were human angiosarcoma, tonsil
and colon carcinoma, respectively. Because it was technically not possible to manage all
slides at the same time, each IHC batch contained exactly the same proportion of normal,

LSIL, HSIL, SCC and negative and positive slides.

Interpretation

IHC images were captured from the areas selected at H&E slides using a Nikon DXM
1200F digital camera microscope with X200 objective lens (Nikon; Melville, NY). The
percentages of cytoplasmatic staining in each category (negative, weak, moderate or
strong brown staining) were counted and the H-score was obtained using the following

formula:

H-score = (% cells unstained x 0) + (% cells stained weak x 1) + (% cells stained

moderate x 2) + (% cells stained strong x 3).

The H-scores ranged from 0 (100% negative cells) to 300 (100% strong staining).
Epithelial lesions and adjacent stroma were included equally in the picture and the H-
scores were obtained separately for each one. An H-score value equal to or greater than

50 was considered positive.

146



Statistical Analysis

IHC measurements were performed in two different ways: (a) to demonstrate the
expression of each marker in normal, LSIL, HSIL and carcinoma lesions, each case being
considered as a mean of all regions evaluated; and (b) to show the association between
cfms and VEGF or COX-2 and VEGF, where each region was considered as an

individual value in the analysis.

A comparison of mean IHC scores in normal, LSIL, HSIL and SCC was done by the non-
parametric Kruskal-Wallis test, and proportions of positive cases were compared by
Pearson Chi-Square. Linear regression models using stepwise backward approach were
used to test the correlation of c-fms and COX-2 to VEGF expression. Risk was calculated
by odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (Cl). In all tests, P<0.05 was considered
statistically significant. Because H-score values had a non-normal distribution, they are

shown in median, 25th percentile and 75th percentile.

The power analysis done before the study indicated that 28 patients are needed in each
category to give a statistical power of 80%, with 95%CI. To confirm that the results were
not by chance, we repeated the power analysis using our data and obtained 99.80%

power for VEGF and 100% for c-fms and COX-2.
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RESULTS

The study comprised 112 patients, including 26 normal, 28 LSIL, 30 HSIL and 28 SCC

cases. In total, from these cases, 324 regions were analyzed.

Using immunohistochemistry, in order to examine the expression of VEGF during the
process of cervical oncogenesis, we found a direct relationship between the increasing
grade of the lesion and VEGF expression in both epithelium and in stroma (figure 1).
Normal epithelium, LSIL, HSIL and SCC expressed VEGF in 11.5%, 39.3%, 53.3% and
75% of the cases, respectively (P<0.001), while adjacent stroma was positive in 15.4%,

53.6%, 96.7% and 89.3% of the cases, respectively (P<0.001).
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Figure 1. VEGF expression in epithelium (black column) and stroma (gray column)
of normal cervix, LSIL, HSIL and SCC cases. VEGF epithelial expression was
different between all categories (Kruskal-Wallis test, P<0.001). However, in the VEGF
stromal expression, there were no differences between normal and LSIL (Mann-Whitney
U test, P=0.141) and between HSIL and SCC (Mann-Whitney U test, P=0.436). All other
comparisons in the stroma were statistically different (Kruskal-Wallis test, P<0.001).

Values presented as median (25"-75" percentile).
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We also examined the expression of c-fms along cervix malignization using IHC. Epithelial
and stromal c-fms expression demonstrated a direct correlation with the increasing grade
of the lesions (figure 2). Expression in the epithelium was notably higher than in the
stroma in all categories, except in benign cases (Mann-Whitney U test, P=0.218). Normal
cervix, LSIL, HSIL and SCC showed epithelial c-fms expression in 0%, 10.7%, 40% and

67.9% of the cases, respectively (P<0.001).
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Figure 2. C-fms expression in epithelium (black column) and stroma (gray
column) of normal cervix, LSIL, HSIL and SCC cases. C-fms epithelial and
expression was different between all categories (Kruskal-Wallis test, £<0.001). In
stroma, c-fms was not different between normal cervix and LSIL (Mann-Whitney
Test, P=0,380), but was different between all other categories (Kruskal-Wallis test,

P=0,010). Values presented in median (25"-75" percentile).

In relation to COX-2, epithelial expression showed a linear increase from normal cervix to
SCC, being positive in 7.7%, 39.3%, 80% and 100% of normal cervix, LSIL, HSIL and
SCC cases, respectively (P<0.001) (figure 3). Such a trend was not identified in the
stromal expression, which was different only between normal cervix and HSIL.

Interestingly, we found a constant expression of COX-2 by the cervical glandular cells,
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from benign to invasive carcinoma, but those data were not included in the analysis (figure

4).

160 - 140.0
(84.2-168.3)
140 -

120 | 100.0
(50-137.5)

100

80 -

= 123

(4.9-23.7)

15.8
o0 50 333 (0-76.25) 42

(0-13.3) (0-9.9) - (2-31.7)
0 il

NORMAL LSIL HSIL SCC

7.2
(0.1-21.2)

COX-2 EXRESSION (H-SCORE)

Figure 3. COX-2 expression in epithelium (black column) and stroma (gray
column) of normal cervix, LSIL, HSIL and SCC cases. COX-2 epithelial expression
was different between all categories (Kruskal-Wallis test, P<0.001) but in the stroma this
difference was not identified in all stages (Kruskal-Wallis test, P<0.054). In the stroma,
the only difference recognized was between normal and HSIL (P=0.003). Values

presented in median (25"-75" percentile).

Figures 4 and 5 present examples of IHC for VEGF, c-fms and COX-2.
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Figure 4. H&E and VEGF, c-fms and COX-2 IHC staining in different stages of cervix malignant
transformation. First line: pre-selected H&E representative areas of normal tissue, LSIL, HSIL and
SCC. Second line: normal cervix with weak VEGF cytoplasmatic expression in basal squamous
epithelial cells and moderate expression in the stroma; LSIL weakly positivity for VEGF in the squamous
epithelium and intense expression in inflammatory cells (arrow); HSIL with intense staining for VEGF in
75% of squamous epithelium. Third line: c-fms expression negative in normal cervix,; LSIL showing
some squamous epithelial cells with cytoplasmatic staining and rare nuclear staining; HSIL highly
positive for c-fms at epithelium but irregular. Fourth line: normal cervix negative for COX-2 in the
epithelium but positive in some stromal cells (inflammatory cells); LSIL showing moderate COX-2
cytoplasmatic expression in the dysplastic epithelium and also in the normal glandular epithelium

(arrow); HSIL highly positive for COX-2 with regular staining. Magnification X200.
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Figure 5. VEGF, c-fms and COX-2 expression in cytoplasm of squamous epithelium
and stroma. VEGF (A) stromal expression is higher than tumoral expression, but c-fms (B)
and COX-2 (C) is almost undetectable in the stroma and highly positive in the epithelium.
Magnification X400.
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To test the influence of c-fms and COX-2 on VEGF expression, the analysis was run
separately for each stratum to control for the strong confounding of lesion grade on VEGF
expression (figure 1). Epithelial VEGF expression was significantly influenced by both c-
fms and COX-2 in HSIL and SCC lesions only (table 1). For example, among SCC cases,
VEGF expression in COX-2 positive regions had a median of 100 (25-75" percentile; 50-
100), while the same value for VEGF at regions COX-2 negative was 40 (0-100) (Mann-
Whitney U Test, P=0.024). The same figure is identified in SCC cases when we compare
VEGF expression in VEGF+/c-fms+ regions, 100 (70-150), to VEGF+/c-fms- regions, 10

(0-95,5) (Mann-Whitney U Test, P=0.002).

For example, in SCC, 92% of the regions positive for VEGF were also positive with COX-2
(Pearson Chi Square, P=0.025) and 73.0% were positive for c-fms (Pearson Chi Square,

P=0.012).

Table 1. Influence of c-fms and COX-2 in VEGF epithelial expression in normal

cervix, LSIL, HSIL and SCC regions

Association

c-fms / VEGF COX-2 / VEGF
Lesion grade Beta standardized (IC 95%) P Beta standardized (IC 95%) P
Normal 0.00 (-0.66-0.66) 0.999 0.08 (-0.25-0.52) 0.480
LSIL -0.01 (-0.39-0.35) 0.932 0.03 (-0.20-0.26) 0.809
HSIL 0.25 (0.06-0.64) 0.020 0.24 (0.02-0.34) 0.027
SCC 0.26 (0.07-0.61) 0.015 0.30 (0.09-0.50) 0.005

In the next step, we analysed the value of c-fms, COX-2 and VEGF as a predictor of HSIL,
to assess their role in how to predict LSIL that will progress to HSIL and carcinoma. Only

CIN lesions were included in this analysis, to exclude the strong bias by the normal cervix
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on one hand and cancer on the other hand. Among the CIN lesions, VEGF epithelial
expression did not significantly predict HSIL, whereas c-fms (OR=5.56) and COX-2 (OR=

6.18) were significant predictors (table 2).

Table 2. Association of VEGF, c-fms and COX-2 epithelial expression* among LSIL
as predictors of HSIL

LSIL HSIL Odds Ratio (Cl 95%) for
a positive case be HSIL
N (%) N (%) among CINs P*
VEGF positive 11 (40.7%) 16 (59.2%)
negative 17 (54.8%) 14 (45.2%) 1.77 (0.55-5.75) 0.65
c-fms positive 3 (31.4%) 12 (68.6%)
negative 25 (54.8%) 18 (26.1%) 5.56 (1.19-29.32) 0.025
COX-2 positive 11 (20%) 24 (80%)
negative 17 (58.1%) 6 (41.9%) 6.18 (1.67-24.01) 0.004

* Pearson Chi-Square test
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DISCUSSION

VEGF

Our results show that VEGF expression increases in parallel with the lesion progression
from normal epithelium to squamous cell carcinoma. VEGF was not limited to the
epithelium, since a high level of this angiogenic factor was identified in the stroma,
suggesting that the tissue adjacent to the lesions has an important role in the angiogenic
process. Interestingly, VEGF expression in the stroma subjacent to HSIL was much
stronger than that in HSIL epithelium, being equal to that found in cancer stroma. This
suggests that the stroma in HSIL is being modified (prepared) to provide enough

vascularization to the cell invasion that will occur when HSIL progress to microinvasion.

The strong angiogenic effect of VEGF has been recognized in many human tumors.>*** In

cervical cancer, it has been clearly associated with an increase in microvessel density
(MVD) and with histological grade of CIN. Therefore, VEGF can be considered as a
marker of angiogenesis also in the cervix.®'*'#" |n accordance with our demonstration of
significantly increased VEGF in the stroma adjacent to the lesions, it has been
documented that the surrounding benign epithelium adjacent to CIN also express high

levels of VEGF.3
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C-fms

To our knowledge, the observation that c-fms expression increases in parallel with the
lesion grade in the cervix is described for the first time here. About 70% of cancers were
positive to c-fms, while no positive cases were identified among the normal samples. The
epithelial compartment expressed much higher levels of c-fms as did the stroma. Although
this stromal expression also showed statistically significant difference between the lesion

grades, this variation was much less than the increase detected in the epithelium.

Only one study has previously analysed c-fms expression in the cervix, but invasive
carcinomas were not included in the analysis, and the results are also different from ours,
while reporting equal c-fms expression in normal epithelium and CIN3. ** However,
similar to our current study, other studies with different tumors have confirmed the up-
regulation of c-fms in parallel with the increasing lesion grade. Thus, in bladder
carcinoma, the percentage of cells positive for c-fms was 10.6%, 15.5%, 16.7%, and
45.5%, for atypia, dysplasia, carcinoma in situ, and invasive transitional cell carcinoma,
respectively.’® Prostate and breast pre-malignant lesions also showed c-fms expression

that increased as the lesion progressed to invasive carcinoma.®”°

It has been shown that CSF-1, the ligand of c-fms, is elevated in the serum of HPV-
positive and CIN patients more often than in healthy controls, and is also significantly
elevated in the serum of patients with advanced disease when compared with early
stages of cancer.**** Peritoneal fluids collected from patients with cervical carcinoma also
presented high levels of CSF-1.%¢ Additionally, it has been shown that three HPV16/E6E7
immortalized epithelial cell lines (endocervical, ectocervical and vaginal) secrete high
levels of CSF-1, which was detectable also at high concentrations in vivo in genital

secretions.*®
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It is feasible to suppose that c-fms identified in our samples is potentially activated since
(a) CSF-1 was highly detected in cervical cancer patients by different approaches, (b)
CSF-1 is a soluble factor which allows possible autocrine, paracrine and endocrine
interactions between different compartments, and (c) lymphocytes, monocytes,
macrophages, fibroblasts and endothelial cells, all abundant in the cervix, can produce

this growth factor.

A potential autocrine mechanism of transformation caused by over-expression or
inappropriate expression of normal c-fms gene has also been related. Over-expression of
normal c-fms gene (cloned into a retroviral vector and transfected into CSF-1-expressing
normal cells) can be sufficient to induce a fully transformed phenotype in fibroblast and
epithelial cells. '® Moreover, c-fms can be converted to the active oncogene by random

chemical mutagenesis."’

COX-2

Although COX-2 has been studied extensively in invasive cervical carcinoma, this is the
first report detailing COX-2 expression in the full spectrum of cervical lesions and
demonstrating that up-regulation of COX-2 expression accompanies the progression of
CIN to invasive disease. A total of 100% of cervical cancers showed COX-2 expression in
contrast to only two normal samples, which suggests an important role of COX-2 in the
progression of cervical carcinogenesis. Curiously, we also consistently found expression
of COX-2 in normal cervical glandular cells from benign to carcinoma stages. Actually,
COX-2 has been found as a constitutive enzyme in some tissues such as seminal

vesicles, brain, ovary, and the uterine area of blastocyst implantation.*®°
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In a recent report, COX-2 expression increased in cervical carcinoma when compared to
CIN, but CIN expression was not distinguished from inflammatory benign epithelium.?
Furthermore, all CIN was treated as en entity, not separated to LSIL and HSIL. Another
study included cases classified as normal, mild, moderate and severe dysplasia, and
found association of COX-2 and severity of cervical dysplasia, yet cases of cancer were
not included.*® One additional report described that COX-2 expression increased from CIN
3 to microinvasive carcinoma and further to invasive squamous cell carcinoma, but in that
study, LSIL and normal cervix were not investigated. *° Additionally, another investigation,
by immunoblot, revealed that COX-2 was detected in 12 of 13 cases of cervical cancer but
was undetectable in normal cervical tissue.*” The only report that included the full
spectrum of cervical lesions, differently from the previous studies, concluded that
expression of COX-2 was not significantly different across histological strata.”® In
summary, from the five articles reviewed, four were able to present a difference of COX-2

expression comparing at least two stages of cervical carcinogenesis.

A substantial amount of evidence, derived from epidemiologic studies, in vitro and in vivo
experiments, indicates that COX-2 is involved in carcinogenesis.'®*>* In addition, robust
epidemiological data showed that individuals who took NSAIDs regularly have a markedly

reduced risk of developing colon cancer and its precursor, the adenomatous polyp.®°

Influence of c-fms and COX-2 on VEGF Expression

Despite the fact that IHC analysis cannot establish a cause-effect relationship, our results
suggest that c-fms can positively influence on VEGF expression in HSIL and SCC.
Probably c-fms is not a direct trigger of VEGF production but it may be a contributor to
high-grade lesions and invasive stages, a conclusion based on the fact that we did not

find this influence in LSILs. In non-tumor studies, CSF-1 through c-fms can induce

158



monocytes to produce and release VEGF in a dose-dependent manner as well as
augment the differentiation of bone marrow cells into endothelial cells of blood vessels via
VEGF.*"* |n studies on tumors, blockage of c-fms in mice with breast cancer xenografs
suppressed tumor growth by 40-50% and was associated with decreased VEGF
expression and reduced angiogenic activity.'® CSF-1 also increased vessel density in
lung cancer tumors inoculated in mice and, in addition, it elevated the VEGF plasma

level."”

No previous studies are available on cervical cancer about c-fms and VEGF to
enable comparison of our findings. Taking this information in account, our data suggest
that c-fms may induce VEGF expression in cervical carcinogenesis, although further

studies are required to confirm this.

COX-2 influence on VEGF expression was identified also in HSIL and SCC and the same
conclusions as for c-fms can be drawn. It has been suggested that COX-2 stimulates
VEGF production mainly through the prostaglandin E2 (PGE2) pathway, one of the most
abundant prostanoids dected in the majority of epithelial malignancies.*” Moreover, the
effects of COX-2-induced prostanoids on angiogenesis can probably be amplified via a
feedback loop where VEGF activates both phospholipase A2-mediated release of
arachidonic acid and COX-2 expression, thereby enhancing PGE2 production.®'%?
Although extensively investigated in other tumors, the relationship between COX-2 and
VEGEF in the progression of cervical lesions was analyzed in one study only (not including
cancer cases), suggesting a late relationship between these two.® From our study, it is
difficult to establish if COX-2 is influencing c-fms and then c-fms influences VEGF or c-fms

influences COX-2 that acts on VEGF or, another possibility, COX-2 and c-fms influence

simultaneously VEGF.
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Potential Use of COX-2 and c-fms as Biomarkers

This study showed that, among intraepithelial lesions, c-fms and COX-2 were considered
risk factors for a lesion to be classified as HSIL. A wide variety of molecular markers
associated with malignant transformation in other tissues have also been investigated in
the cervix. The objective of these studies is to detect an early marker of a risk for
progression to HSIL to avoid treatment of LSIL that would likely resolve without
intervention. An ideal study to analyze the value of a marker in progression of LSIL would
contain cases of LSIL that had progressed to HSIL as well as cases that had not.
However, like the majority of other studies, our sample did not include such cases with

this follow-up information, but was able to address this risk. 27-10:14:48:50

Taken together, our results indicate that VEGF, c-fms and COX-2 are closely associated
with the malignant transformation of the cervix, being increased with progressive lesions.
Increase of VEGF had an important contribution of the underlying stroma in CIN lesions.
COX-2 and c-fms seem to influence on VEGF expression in both pre-invasive and
invasive stages, but neither of them was indispensable for VEGF expression, since we
found VEGF-positive regions that were entirely negative for those proteins. Angiogenic
inhibition is an attractive approach for cervical cancer treatment and prevention, since
angiogenesis is an event closely related to progression of CIN, and since the endothelium
of healthy blood vessels is usually quiescent. A wide range of drugs are being developed
and the identification of new molecular targets in the angiogenic cascade in cervical

carcinogenesis could eventually lead to clinically significant results in patients.
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RESUMO

Aumento do numero de macréfagos tém sido associados a um pior prognéstico e
severidade de lesGes em inumeros tipos de tumores malignos. Entretanto, o
entendimento da influéncia da populacdo de macréfagos em desfecho clinico das

neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) é restrito.

Com o objetivo de avaliar esta relagdo, bidpsias de 26 cérvices normais, 28 lesdes
escamosas intraepiteliais cervicais de baixo grau (low-grade squamous intraepithelial
lesion, LSIL), 30 lesbes escamosas intraepiteliais cervicais de alto grau (high-grade
squamous intraepithelial lesion, HSIL) e 28 carcinomas de células escamosas (squamous
cell carcinoma, SCC) foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliacado de
inflamacao e por imunohistoquimica (IHC) com anti-CD68 para detec¢ao de macrofagos.
A contagem de macrofagos foi corrigida proporcionalmente para a area de epitélio e
estroma com uso de software apropriado. Informacgdes prospectivas das pacientes com
biépsias normais, LSIL e HSIL eram disponiveis, incluindo testagem para papilomavirus

humano (HPV) de alto risco por Captura Hibrida 2.

Identificou-se que a contagem de macréfagos aumentou linearmente com a progressao
da doenga (contagem por caso — mediana: cérvice normal, 5,1; LSIL, 5,5; HSIL, 9,9;
SCC, 14,5; P<0,001). A reacado inflamatéria também aumentou de acordo com a
gravidade das lesoes (inflamagdo moderada a intensa presente em 25%, 46,1%, 58,4% e

89,3% de amostras normais, LSIL, HSIL e SCC, respectivamente; P<0,001), sendo que a
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contagem de macréfagos apresentou forte correlagdo com a inflamacdo. Entretanto,
mesmo quando controlada para inflamagéo, a distribuicdo de macrofagos ainda estava
associada ao grau da lesdao (P<0,001). Adicionalmente, identificou-se migragao dos
macrofagos para o epitélio escamoso a medida que aumentava a gravidade da lesdo.
Das LSIL com informagbes disponiveis, acompanhadas por 805 + 140 dias, 16
regrediram, 6 persistiram (por 512 + 140 dias em média) e duas progrediram. Idade,
presenca de HPV de alto risco ou inflamagdo nao foram fatores de risco para
persisténcia/progressdo das LSIL, entretanto, lesbes que persistiram ou progrediram
mostraram uma maior contagem de macréfagos [mediana (percentil 25-75)], 10,8 (5-16,2)

do que lesdes que regrediram, 7 (2,7-9,1) (P=0,031).

Conclui-se que existe uma inequivoca associagcado do sistema imunolégico, neste caso o
numero de macrofagos, e a progressao de lesdes intraepiteliais cervicais. Além disto, o
estudo de macrofagos oferece um potencial alvo para o tratamento de cancer de colo
uterino, ja que estavam intimamente correlacionados com o grau das lesbGes e podem,

também, ser utilizados como um marcador de risco de progressao de NIC.
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INTRODUCAO

Tumores malignos séo estruturas complexas que necessitam interagir com o ambiente
que os cerca para promover crescimento e invasdo. Como objetivo final desta interacao,
o tumor busca promover aporte vascular adequado, bloqueio de sinais de crescimento
negativos, exacerbagcdo de sinais de crescimento positivos, resisténcia a apoptose e

capacidade de replicacao ilimitada.’

Dados convincentes tém sido descritos nos ultimos anos indicando que a inflamacgao tem
papel importante neste processo. Estudos epidemioldgicos mostram que o uso de drogas
antiinflamatdrias esta associado a um risco reduzido de cancer e leses pré-malignas.*
Entre as células inflamatérias, os macréfagos associados a tumores (fumor associated
macrophages, TAM) sao indicados como importantes componentes da inflamagéo, nao

sé em nimero, mas também em relagdo as suas funcdes.?®

Macréfagos sdo derivados de mondcitos produzidos na medula éssea que adotam
diferentes fendtipos quando entram na circulagdo sanguinea. Quando alcangam os
tecidos, os mondcitos originam uma variedade de células dendriticas (chamadas de
células de Langerhans na epiderme), macrofagos e osteoclastos. As células de
Langerhans (LC) sdo mondcitos denominados “residentes” pois ja habitam os tecidos
regularmente, constituindo a primeira barreira imunolégica contra patégenos e insultos

teciduais. Os macrofagos, por conseguinte, migram posteriormente para o local do insulto
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estimulados pela reacao inflamatéria, sendo assim chamados de mondcitos

“inflamatdrios”.®®

Em condigcbes benignas, os macrofagos protegem o organismo de infecgdes bacterianas,
remodelam os tecidos e reparam danos tissulares, assim funcionando como um
componente essencial do sistema imune inato. Macréfagos sao capazes de secretar uma
grande variedade de citoquinas, fatores de crescimento, lisozimas, proteases,
complementos, fatores de coagulacdo e prostaglandinas.”® Entretanto, na presenca de
tumores, os macrofagos podem assumir um fenétipo completamente diferente e contribuir

para o crescimento tumoral, invasao, metastases, angiogénese e regulagao imune local.®

Em inameros tipos de tumores malignos, o acumulo de macréfagos, que as vezes € o
principal componente do infiltrado inflamatério, estd associado a um pior prognéstico

como, por exemplo, cancer de mama e ovario.®

Alguns dos quimioatrativos produzidos pelas células tumorais cervicais, como proteina
quimioatrativa para mondcitos-1 (monocyte chemotactic protein 1, CCL2), fator
estimulador de colénia de macréfagos (macrophage colony-stimulating factor, CSF-1) e
fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF),
também sdo identificados na corrente sanguinea, sugerindo uma agao sistémica.>'’” Por
exemplo, niveis séricos de CSF-1 foram identificados como elevados em pacientes com
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e até mesmo em pacientes que apresentavam
simples infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV), quando comparadas a controles
saudaveis. Entretanto, as informagdes disponiveis sobre o papel dos macréfagos na
carcinogénese cervical sao conflitantes. Alguns autores tém demonstrado que a
populagao de macréfagos aumenta a medida que NIC progride para carcinoma de células
escamosas (squamous cell carcinoma, SCC), mas analises de prognéstico e correlagao

com presenca de HPV sdo raramente encontradas.'®®* Contrariamente, outros autores
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sugerem que a populagdo de macrofagos decresce em NIC quando comparada a cérvice

normal, atribuindo esta redugdo & presenga dos onocogenes virais E6 e E7 do HPV.%>?°

Para o esclarecimento desta questao, a associacdo de macréfagos a lesées precursoras
de cancer de colo uterino e risco de progressao, realizou-se no estudo a seguir uma
analise cuidadosa da reacéo inflamatéria e da populagdo de macréfagos em amostras de
cérvice normal, NIC e SCC, utilizando-se coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E) e

imunohistoquimica (IHC) com anticorpo anti-CD68.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento e sele¢ao das amostras

Bidpsias realizadas em mulheres rastreadas para cancer cervical entre 2000 e 2003 no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil, foram selecionadas para analise. As
amostras foram categorizadas em cérvice normal, lesbes escamosas intraepiteliais
cervicais de baixo grau (low-grade squamous intraepithelial lesion, LSIL, equivalente a
NIC 1), lesbes escamosas intraepiteliais cervicais de alto grau (high-grade squamous

intraepithelial lesion, HSIL, equivalente a NIC 2 e 3) e SCC.

Amostras de cérvice normal e NIC foram provenientes de uma coorte de pacientes
rastreadas para cancer de colo uterino por citologia convencional (exame de
Papanicolau), inspegao visual com acido acético (VIA) e com lugol (VILI), testagem para
HPV de alto risco e, quando necessario, colposcopia e bidpsia. Esta coorte faz parte do
Estudo Latino-americano de Rastreamento (Latin America Screening Study — LAMS

Study).

As biépsias eram realizadas com intencao de diagndstico e ndo excisao, preservando as
lesdes na cérvice uterina. Pacientes com LSIL foram seguidas com consultas a cada 6
meses. Para a analise de desfecho de LSIL, consideramos: a) progressao, quando LSIL
torna-se subsequentemente NIC 2, 3 ou SCC, comprovado por biépsia); b) persisténcia,
quando LSIL persiste com o mesmo diagndstico histolégico por mais de 330 dias

(segunda bidpsia era necessaria para confirmar diagndstico); e c) regressao, quando a
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lesdo previamente diagnosticada n&o era mais visivel na cérvice ou, mesmo com
alteragdes colposcopicas, a bidpsia subseqiente na mesma regido ndo mostrava mais
lesdo. Para assegurar que amostras histolégicas benignas eram de fato normais,
somente amostras de pacientes negativas para HPV de alto risco foram incluidas na

categoria normal.

Carcinoma invasores foram selecionados de blocos de parafina de bidpsias de pacientes
tratadas no mesmo periodo, no mesmo hospital, mas que nao faziam parte da coorte do
estudo LAMS. Todas as bidpsias foram fixadas em formaldeido e embebidas em parafina
de acordo com a rotina do laboratério. A aprovacdo do Comité de Etica local foi obtida

antes de qualquer procedimento.

Selegdo das regides para analise

As amostras foram seccionadas com espessura de 4um, sendo o primeiro corte corado
em H&E para confirmagéo do diagndstico histolégico por dois patologistas independentes
Em cada lamina corada por H&E, trés regides representativas em média eram
demarcadas sob microscopia, aumento de 200X, sem conhecimento dos resultados de
IHC, para posterior analise nas laminas de IHC. Esse procedimento assegurava que
exatamente a mesma regiao seria interpretada em H&E e IHC, e que regides realmente

com lesdes seria avaliadas.

Testagem para HPV

A deteccdo de HPV foi realizada pelo exame de Captura Hibrida 2 (HCIl — Digene

Corporation; Gaithersburg, MD, EUA) utilizando-se amostras cervicais coletadas

181



imediatamente antes das biépsias. As amostras foram analisadas pelo sistema
automatizado de HCII para a presenca de HPV de alto risco, subtipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68, de acordo com protocolo do fabricante. Para cada
espécime, valores de RLU/CO foram calculados como a razdo da luminescéncia da
amostra em teste (ratio of specimen luminescence — RLU) pela luminescéncia padréo de
1.0pg/ml de HPV16 (cuttoff Standard — CO; 100.000 genomas/ml de HPV16) e valores

iguais ou maiores que 1 RLU/CO foram considerados positivos.

Immunohistoquimica

Para proceder-se a IHC, as laminas foram secadas a 60°C por 20 minutos,
desparafinizadas em xilol, reidratadas através de varios gradientes de alcool e finalmente
lavadas com agua destilada. Recuperacao dos epitopos para CD68 foi obtido fervendo-se
as laminas em solugao tampao de citrato, pH 6.0, por 20 minutos e esfriando-as por mais
20 minutos. Posteriormente, as laminas foram dispostas em bandejas semi-automaticas

para realizagao de IHC. (Sequenza, Thermo Electron Corporation; Waltham, MA, EUA).

IHC foi realizada pela reacdo do complexo de avidina-biotina (ABC), utilizando-se
reagentes LV’s Ultravision (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), em temperatura
ambiente (TA), de acordo com as orientagdes do fabricante. Bloqueador de peréxido de
hidrogénio foi aplicado por 12 minutos, seguido por bloqueador Ultra-V por 5 minutos
para bloqueio de biotina. As laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario:
anticorpo monoclonal de rato anti-CD68 humano, diluido na propor¢ao de 1:100, por 30
minutos em TA (cat. #MS-1808-S; Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA). CD68 ¢é
uma glicoproteina transmembrana altamente expressada em macréfagos e suas formas

jovens, mondcitos precursores, e raramente expressada por LC. Assim, nesse estudo,
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macrofagos adultos e formas jovens positivos para CD68 (CD68+) seréo referidos apenas

como macréfagos.®

Posteriormente, anticorpo secundario ligado a biotina foi aplicado por 30 minutos, sendo
seguido por estreptavidina-peroxidase por 10 minutos. Finalmente, a reagao foi revelada
com a aplicacdo do cromégeno diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos. Como passo final,
as laminas foram contracoradas com verde de metila por 5 minutos, lavadas em agua

destilada, desidratas em gradientes de alcool e protegidas com laminula.

Controles negativos foram processados concomitantemente omitindo-se o anticorpo
primario. Controles positivos externos foram obtidos de amostras de amigdala. Em vista
de ser tecnicamente impossivel manejar todas as laminas ao mesmo tempo, cada
procedimento de IHC continha a mesma propor¢gao de amostras normais, LSIL, HSIL,

SCC e controles negativos e positivos.

Interpretacao

As regides previamente selecionadas na coloragdo H&E foram fotografas nas laminas de
H&E e IHC utilizando-se microscopio com camera digital Nikon DXM 1200F(Nikon;
Melville, NY, EUA), magnificacdo de 200X, arquivadas e processadas em computador

sistema Windows. Cada campo microscépico representa uma area de 0.28 mm?.

A intensidade da inflamacao identificada no estroma foi avaliada nas imagens da
coloragao H&E utilizando-se quatro categorias: 0, sem inflamacéo; 1, inflamacgao leve; 2,

inflamacao moderada; 3, inflamagéao intensa.

Para a interpretagdo de IHC, as imagens foram processadas pelo software Corel Photo

Paint X3 (Corel Corporation; Eden Prairie, MN, EUA) com a marcagcdo manual de cada
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célula CD68+. O uso de imagens digitais proporcionava a utilizagdo de um aumento
adicional ao aumento obtido com o microscépio, quando necessario, para observacao de
detalhes. Células CD68+ com nucleo completamente ou parcialmente visivel foram
contadas, enquanto debris CD68+, e.g. fragmento de membrana, nao foram considerados

na contagem.

Adicionalmente, as areas dos compartimentos de epitélio e estroma foram
separadamente medidas com Corel Draw X3 (Corel Corporation; Eden Prairie, MN, EUA)
€ o0 numero de macrofagos foi corrigido proporcionalmente para estas areas, utilizando-se
as seguintes formulas: a) contagem final de macréfagos no estroma = (nimero de
macrofagos no estroma x 100) / percentual do estroma na imagem; b) contagem final de
macrofagos no epitélio = (numero de macréfagos no epitélio x 100) / percentual de
epitélio na imagem. Para a contagem total de macrofagos, os valores corrigidos obtidos

no epitélio e estroma foram somados e divididos por dois.

Analise Estatistica

Os valores da IHC foram avaliados de duas maneiras: (a) para demonstrar a presenga de
macrofagos CD68+ em tecido normal, LSIL, HSIL e SCC, cada caso foi considerado uma
média de todas a regibes analisadas; e (b) para avaliar a associagao entre inflamacao e
macrofagos e para avaliar o risco de progressao, cada regiao foi considerada como um

valor individual na analise.

Em vista dos valores obtidos na contagem de macréfagos apresentarem distribuigdo
assimétrica, eles sdo apresentados em mediana e percentis 25 e 75. Valores com
distribuicdo normal sdo apresentados em média + desvio-padrdo (DP). Comparagao das

populagdes de macréfagos em cada grau de lesao foi realizada utilizando-se o teste nao-
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paramétrico Kruskal-Wallis e comparagdo das proporgcbes, com Qui-quadrado de
Pearson. Médias das variaveis com distribuicdo normal foram comparadas pelo Teste t

de Student. Em todos os testes, P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

A andlise de poder indicava que, para detectar uma diferenga de 10 na contagem de
macréfagos entre cada grau de lesdo com poder de 80% e nivel significancia de 5%, uma

amostra de 27 casos seria necessaria em cada grupo.
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RESULTADOS

A avaliagao dos macrofagos foi realizada pela analise de sua populagdo em lesdes pré-

cancerosas (LSIL e HSIL) e carcinomas comparada a cérvice normal. O estudo incluiu

112 pacientes distribuidas em 26 casos normais, 28 LSIL, 30 HSIL e 28 SCC. Ao total,

destes casos, 324 diferentes regides foram analisadas.

Identificou-se claramente uma relagao direta entre a gravidade das lesBes cervicais e 0

aumento no numero de macréfagos no epitélio, estroma e contagem total de macréfagos

(epitélio e estroma considerados conjuntamente) (figura 1).

HSIL LSIL NORMAL

Scc
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] 210062
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Figura 1. Contagem de macréfagos (por campo de 200X) no epitélio (barras

brancas), estroma (barras cinzas) e ambos compartimentos combinados (barras

pretas) em diferentes lesdes cervicais. A contagem de macréfagos nao foi diferente

entre cérvice normal e LSIL (Teste de Mann-Whitney U) tanto em estroma (P=0,653),

epitélio (P=0,119) e valores cominados (P=0,328). Entretanto, em todas as outras

comparagdes houve diferenca estatistica (Teste de Kruskal-Wallis): epitélio, (P<0,001),

estroma (P<0,001) e combinados (P<0,001). Valores apresentados em mediana
(percentis 25-75).
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O compartimento estromal consistentemente apresentou maiores contagens de
macrofagos que o epitélio. Entretanto, esta diferenca diminuiu proporcionalmente a
medida que as lesbes progrediam, indicando um influxo de macréfagos do estroma para
o epitélio. O percentual de macrofagos que infiltravam o epitélio foi de [mediana (percentil
25-75)] 0% (0%-26,7%), 13,5% (0%-45%), 25% (7,1%-48,3%) e 31,3% (18,3%-47,1%)
da contagem total de macréfagos em amostras normais, LSIL, HSIL e SCC,

respectivamente (P<0.001).

A intensidade da reacgao inflamatéria também estava intimamente associada com o grau
da lesao (tabela 1). Por exemplo, utilizando-se o ponto de corte de inflamagao negativa-
fraca e moderada-intensa, casos normais, LSIL, HSIL e SCC eram positivos para

inflamacdo em 25%, 46,1%, 58,4% e 89,3% das regides analisadas, respectivamente

(P<0,001).
Tabela 1. Relagdo de inflamagao e grau da lesao cervical

INTENSIDADE DA INFLAMAGAO

Negativa Fraca Moderada Intensa
Grau da lesdo N % N % N % N %
Normal 18 23,7 39 51,3 14 18,4 5 6,6
LSIL 7 9,3 33 44 16 21,3 19 25,3
HSIL 8 9 29 32,6 32 36 20 22,5
SccC 0 0 9 10,7 27 321 48 57,1
Total (N=324) 33 10,2 110 34,0 89 27,5 92 28,4

Qui-quadrado de Pearson, P<0,001; N, numero de regiées analisadas

Utilizando-se ponto de corte inflamacdo negativa-fraca e moderada-intensa, os
macréfagos eram consistentemente mais freqlientes em regides inflamatérias de casos

normais, LSIL, HSIL e SCC (tabela 2). Independentemente da densidade da reacao
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inflamatéria, a contagem de macréfagos ainda era consistentemente associada ao grau
da lesdo, como pode ser evidenciado na tabela 2. Tanto no grupo de regides com
inflamacao negativa-fraca, quanto no grupo com inflamagao moderada-forte, a populagao

de macrofagos aumentou com a progressao da doenca.

Tabela 2. Inflamagao e numero total de macréfagos em diferentes lesdes cervicais

NUMERO TOTAL DE MACROFAGOS *

Grau da lesao Inflamacgao negativa-fraca Inflamagao moderada-intensa Pt
Normal 4,00 (2,04-6,46) 6,90 (3-11,25) 0,041
LSIL 4,58 (2-7,38) 7,78 (5-16,25) 0,001
HSIL 8,00 (5-12,69) 12,05 (8,14-16,56) 0,003
SCC 8,75 (5,46-12,29) 16,27 (8,75-24,96) 0,044
Pt <0.001 <0.001

* por campo de magnificagdo 200X, valores em mediana (percentis 25-75)

t Teste de Mann-Whitney U para comparagao da contagem de macrofagos entre inflamagéo negativa-fraca e moderada-
intensa

1 Teste de Kruskal-Wallis para comparagéo da contagem de macrofagos entre diferentes graus de lesdes, controlando

para inflamagao

Os resultados da testagem para HPV de alto risco foram disponiveis para 26 casos
normais, 23 LSIL e 30 HSIL com 0%, 78,3% e 93,3% de resultados positivos (Qui-
quadrado Pearson, p<0,001). A contagem de macréfagos entre casos HPV de alto risco
positivo ou negativo, estratificada por grau de lesdes, nao foi diferente entre os dois

grupos.

Finalmente, analisamos a correlacdo da populagdo de macrofagos e desfecho clinico
(persisténcia-progressao) de LSIL, baseado no seguimento de 24 pacientes com LSIL

(média de idade de 32,9 + 7,5 anos), seguidas por 805 + 140 dias. Um total de 16

188



pacientes (66,7%) apresentou regressao das lesdes durante o tempo de seguimento, 6
(25%) mostraram persisténcia das lesdes (por uma média de 512 + 140 dias) e 2 (8,3%)
progrediram para HSIL/carcinoma. Em um modelo de regressdo linear, a idade da
pacientes, prevaléncia de HPV de alto risco ou inflamacdo ndo foram considerados
fatores de risco para persisténcia/progressao das lesées, mas a contagem de macréfagos
em LSIL foi estatisticamente um fator que influenciou este desfecho. A contagem de
macrofagos foi estatisticamente maior em lesdes LSIL que persistiram/progrediram

quando comparada a lesdes que regrediram. (tabela 3).

Tabela 3. Risco de progressao de LSIL de acordo com idade, presenga de HPV e

numero total de macroéfagos.

LSIL

regressao persisténcia-progressao
Fator de risco (N=16 casos; 42 regides) (N=8 casos; 22 regides) P
Idade (anos; média + DP) 30,5+7,9 34172 0,599*
Teste positivo para HPV alto risco 62,5% 80% 0,363t
Inflamagao moderada-intensa 47,6% 40,9% 0,609t
Macroéfagos (mediana; percentis 25-75) 7(2,7-9,1) 10,8 (5-16,2) 0,031%

* Teste t de Student; T Teste Qui-quadrado de Pearson; 1 Teste de Mann-Whitney U

Para confirmar que os achados de aumento de macréfagos associados ao grau da leséo
nao foram ao acaso, uma analise de poder foi repetida com os dados obtidos indicando
93,7% de poder estatistico (PB). As figuras 2 e 3 apresentam casos representativos de

imunohistoquimica com anticorpo anti-CD68 para identificagcdo de macréfagos.
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NORMAL

Figura 2. Painel de laminas em H&E e respectivas imunohistoquimicas para CD68 em
cérvice normal, LSIL, HSIL e SCC. Note que a presenga de macrofagos (exemplos indicados por
setas) e inflamagdo aumenta a medida que a lesdo progride. Normal - inflamagdo leve com
poucos macrofagos agrupados no estroma e auséncia no epitélio. LSIL - discreta inflamag&o no
estroma com alguns macrofagos no epitélio. HSIL - processo inflamatério moderado com aumento
da populagdo de macréfagos e intensa infiliragdo de macréfagos no epitélio. SCC — intensa

inflamagdo com grande quantidade de macroéfagos no estroma e epitélio. Aumento de 200X.
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Figura 3. Imunohistoquimica para CD68 em SCC. Note que a populagdo de
macrofagos € mais intensa no estroma e claramente circunda as lesdes tumorais
(aumento de 200X). Detalhe: morfologia do macrofago, com intensa coloragéo,
vacuolizagdo e pequena projegéo citoplasmatica (aumento de 400X).
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstra claramente uma forte correlagdo entre a transformacgao
maligna da cérvice uterina e o aumento no numero de macréfagos associados ao tumor,
tanto no estroma, como no epitélio. Adicionalmente a esta associacao, ainda detectou-se
que a proporgdao de macréfagos no epitélio em relagdo ao estroma estava também
associada a gravidade da lesdo, o que sugere um influxo de macrofagos para o epitélio

ou mesmo proliferagao local.

A resposta inflamatdria também foi mais evidente em lesdes severas do que em lesdes
iniciais. Assim, devido ao fato de que macroéfagos e inflamagdo aumentam a medida que
as lesdes progridem, suspeitou-se que a inflamagéao estivesse atraindo os macrofagos, o
que era esperado fisiologicamente. Na verdade, a contagem total de macréfagos foi
influenciada positivamente pelo grau de inflamacdo em todas as categorias de leséo
analisadas. Por exemplo, em casos de LSIL, os macréfagos em regides de moderada-
intensa inflamacdo eram quase duas vezes mais numerosos que em regides com

negativa-fraca inflamacao.

Entretanto, quando analisamos os macrofagos de acordo com o grau da lesdo e
controlando a analise para inflamacgao (i.e., usando dois grupos de analise baseados em
inflamacdo negativa-fraca e moderada-intensa inflamac&o), ainda encontramos uma

significativa correlagdo positiva entre contagem de macréfagos e grau da lesdo. Este
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achado fortemente indica que ndo sé o ambiente inflamatério atrai os macrofagos, mas

também as lesbes displasicas promovem a migragao e proliferagao destas células.

Correlacionando os achados histolégicos com dados clinicos das pacientes, identificamos
que o infitrado de macrofagos era maior em casos de lesdes de baixo grau que
persistiram ou progrediram quando comparado aos casos em que nao houve
persisténcia-progressdo. Em vista do tamanho amostral reduzido, outros importantes
fatores como idade, histéria sexual e tipagem de HPV nao foram incluidos neste modelo
de risco. Entretanto, fatores de risco conhecidos, tomados individualmente, como idade e
presenga de HPV de alto risco, ndo apresentaram significAncia estatistica em nossa
analise. Em contraste, a contagem de macréfagos foi estatisticamente significativa,
indicando que um numero aumentado de macrofagos possa ser um importante fator de

risco para progressao.

Varios estudos sobre cancer de colo uterino tém identificado um aumento de macréfagos
de acordo com a severidade das lesbes cervicais, incluindo lesdes precursoras,
entretanto raramente sdo encontrados estudos sobre correlacdo clinica.'®?** Em um dos
poucos estudos que se correlaciona prognéstico, macrofagos foram indicados como uma
importante fonte de interleucina-8, a qual estava associada fortemente a angiogénese e
pior progndstico em lesdes invasivas. 2° De acordo com nosso conhecimento, o presente
estudo, no qual as lesbes foram cuidadosamente identificadas, as areas de epitélio e
estroma foram mensuradas individualmente e os dados foram comparados ao desfecho
clinico das pacientes, € o primeiro a descrever uma correlagcdo positiva entre a alta

contagem de macrdéfagos e persisténcia-progressao de LSIL.

Entretanto, outros autores tém apresentado resultados discordantes aos aqui
apresentados, indicando que a densidade de macréfagos diminui @ medida que as lesbes
progridem.?*?"3! Uma explicacdo para esta discrepancia é que, na grande maioria das

vezes, as lesdes intraepiteliais cervicais estao restritas a determinadas areas do epitélio e
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uma correta selecdo desta regido € necessaria para que se tenha resultados
consistentes. Além disso, & importante que se observe atentamente os marcadores
utilizados para macréfagos. Varios estudos que apontam um decréscimo da populagao
de macréfagos, na verdade referem-se a um decréscimo nas células de Langerhans, que
sdo mondcitos “residentes”, altamente especializados no mecanismo de apresentagéo de
antigeno e que constituem a primeira barreira imunoldgica contra o ambiente externo ao

organismo.?43234

Células de Langerhans sado geralmente identificadas por
imunohistoquimica com anticorpos contra proteina S-100 ou CD1a, enquanto macréfagos

sao definidos por antigenos como CD68 e Ki-M1p.°

Na verdade, os estudos que usam os ultimos marcadores realmente identificam um
acréscimo de macréfagos associados a lesdes mais graves.'®'9223.2430 com as
informacdes que temos disponiveis na literatura, podemos sugerir que células de
Langerhans s&o inicialmente suprimidas pelo tumor para permitir um crescimento inicial,
mas, como mostrado pelos nossos resultados, os macrofagos sao subsequientemente

recrutados para promover a progressdo da doencga para estagios invasores.

Em uma recente revisao de literatura, a maioria dos casos reportava que um aumento de
macrofagos em tumores humanos estava relacionado a um pior prognéstico. Estas
lesdes incluiam cancer de mama, prostata, ovario, cérvice uterina, pulmao e bexiga. Além
disso, grande parte dos estudos também mostrou uma correlacdo positiva entre

macréfagos e angiogénese tumoral.®

Alguns dos principais quimioatrativos para macréfagos sao produtos de células
displasicas ou derivados do estroma subjacente as lesbes. O fator estimulador de colbnia
de macrofagos (CSF-1), o qual é responsavel por promover a diferenciacao, proliferacao
e ativacao de fagécitos mononucleares, tem sido identificado em altas concentragdes em

|.15

fluidos peritoneais e sangue periférico de pacientes com cancer cervical.”” A simples

infeccao pelo HPV tem sido associada também a um aumento dos niveis séricos de CSF-

194



1."2 Estudos in vitro com células cervico-vaginais imortalizadas tém demonstrado que
células do trato genital feminino também participam na resposta imunolégica produzindo
CSF-1."* Outro exemplo de quimioatrativo produzido pelas células tumorais cervicais é o
VEGF, também potente fator angiogénico, consistentemente encontrado em céancer

cervical e suas lesdes precursoras.'®'"1017

As mesmas citoquinas que atraem os macréfagos, como interleucina-4 (IL-4), IL-10, fator
transformador de crescimento B-1 (TGFB1) e prostaglandina E2 (PGE2), podem ser
responsaveis por uma mudanca no fenétipo do macréfago para transforma-lo em um
agente pré-tumor.>® Uma vez ativados pelo tumor, os macréfagos perdem seu fenétipo
natural, tendo pouca capacidade de apresentagao de antigeno, suprimindo a proliferagédo
de células-T, promovendo alta angiogénese e aumentando a capacidade de
remodelamento de tecidos, assim permitindo a invasdo de células tumorais e
metastatizacdo.®> Um exemplo de como os tumores podem “reprogramar” a atividade de
macrofagos consiste em experimentos onde macréfagos foram coletados de pacientes
com céancer, ativados ex vivo e, entdo, re-inseridos como terapia autdloga. Nestes
experimentos, apesar do macréfago apresentar atividade anti-tumoral in vitro, quando re-

inserido nos pacientes, perde esta capacidade.’

Em estagios pré-malignos, os macréfagos podem ser encontrados proximos a pontos de
rompimento da membrana basal, sugerindo que suas proteases, como a uroquinase, sao
requeridas para facilitar a invasdo de células tumorais.> Fatores de crescimento, como
fator de crescimento epidérmico, sdo também expressados pelo macréfagos, agindo
diretamente nas células neoplasicas proximas. Além disso, os macréfagos podem
secretar fatores angiogénicos como VEGF e agiogenina que, juntos com a producdo do
tumor, aumentam o processo de neovascularizacdo.*® Os macréfagos ainda sdo capazes
de produzir mais proteinas quimioatrativas para eles proprios que, assim, perpetuam sua

migragao.
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Em vista da forte correlagdo com tumores, macréfagos tém sido considerados como um
alvo atrativo para terapias. Os macréfagos apresentam um genoma estavel, com raras
mutacdes, e, assim, com poucas chances de desenvolver resisténcia a drogas. O
bloqueio de certos passos do processo de interagdo macrofago-tumor poderia promover
o controle do crescimento do cancer cervical. De fato, a remogcéo de macréfagos em
experimentos com ratos com carcinoma de mama, pela inativacdo por mutacao de CSF-
1, reduziu marcadamente os indices de crescimento tumoral e de metastatizacdo.*
Outra interessante intervengao com o uso de macréfagos seria transfecta-los ex vivo com
genes que codificassem agentes anti-tumorais, como fatores anti-angiogénicos, e
reinseri-los nos tumores. Estudos iniciais sobre este tipo de terapia tém demonstrado a
habilidade dos macrofagos em migrarem para areas hipdxicas da massa tumoral e

eficientemente expressar os produtos dos genes manipulados.?

Em conclusao, este estudo indica que macrofagos CD68+ estdo associados com a
progressao da carcinogénese cervical, de lesdes intraepiteliais ao estagio invasor. Os
macrofagos aumentaram linearmente com a progressdo de NIC, migrando do
compartimento estromal para o epitélio, e eram influenciados nao s6 pelo processo
inflamatério, mas também pelas células displasicas. Adicionalmente, também se sugere
que um aumento na populacdo de macréfagos possa ser fator de risco para persisténcia
ou progressdo de LSIL. Enfim, estes resultados sugerem que macrofagos sdao uma
importante opgdo a ser considerada na pesquisa de tratamentos para cancer de colo
uterino e, ainda, em estudos futuros, devem ser também considerados como potenciais

biomarcadores para risco de progresséo da doenga.
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10.2. Versdo em inglés
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ABSTRACT

Macrophages have been associated with poor prognosis and severity of lesions in many
different tumors. However, little is known about the influence of macrophage populations

on clinical outcome of cervical intraepithelial neoplasia (CIN).

With intention to evaluated this correlation, a series of biopsies from 26 normal cervix, 28
low-grade (LSIL), 30 high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) and 28 squamous
cell carcinomas (SCC) were stained by H&E to assess inflammation and using
immunohistochemistry (IHC) with anti-CD68 to detect macrophages. The macrophage
count was corrected for the epithelial and stromal compartments using appropriate
software. Prospective follow-up data from the patients with normal, LSIL and HSIL lesions

were available, and all patients were also tested for high-risk HPV by Hybrid Capture 2.

We identified that macrophage count increased linearly with disease progression (median
count per case: normal, 5.1; LSIL, 5.5; HSIL, 9.9; SCC, 14.5; P<0.001). Inflammation also
gradually increased with disease progression (moderate-intense inflammation present in
25%, 46.1%, 58.4% and 89.3% of normal, LSIL, HSIL and SCC, respectively; P<0.001),
and paralleled the macrophage count. However, when controlled for inflammation, the
macrophage count was still associated with the lesion grade (P<0.001). Moreover,
macrophages showed an increasing migration into the epithelium with increasing grade of

the lesion. Of the 24 LSIL lesions with information available, followed-up for 805 + 140
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days, 16 regressed, 6 persisted (for a mean of 512 £ 140 days) and 2 progressed. Age,
high-risk HPV or inflammation were not risk factors for persistent/progressed LSIL in our
cohort. However, lesions that persisted or progressed showed a higher macrophage count
[median (25-75th percentile)], 10.8 (5-16.2) than lesions that regressed, 7 (2.7-9.1)

(P=0.031).

In conclusion, the study on macrophages offers a potential approach for cervical cancer
treatment, since macrophages are closely related to progression of CIN, and can be used

as an applicable marker of such a risk.
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INTRODUCTION

Malignant tumors are complex structures that for purposes of growth and invasiveness
must interact with the surrounding environment. The ultimate goal of this interaction is to
promote blood supply, block negative growth signals, increase positive growth signals,

create resistance to apoptosis and promote unlimited cell replication.™?

Convincing data has emerged in recent years that inflammation plays an important role in
this process. Epidemiological studies have demonstrated that the use of anti-inflammatory
drugs is associated with a reduced risk of cancer as well as with a decrease of precancer
lesions.* Among the inflammatory cells, tumor-associated macrophages (TAM) have been
identified as important components not only in terms of their number but also with regard

to their function.?®

Macrophages are derived from bone marrow monocytes that adopt different phenotypes
when entering the circulatory system. While in tissues, monocytes give rise to a variety of
tissue dendritic cells (called Langerhans cells in the epidermis), macrophages and
osteoclasts. Langerhans cells (LC) are “resident” monocytes that constitute the first
immunological barrier against pathogens and environmental insults. Macrophages,
stimulated by inflammation, migrate later, and because of this, these cells are also

referred to as “inflammatory” monocytes.®®

In benign conditions, macrophages protect tissues from bacterial infections, regulate

tissue remodeling and repair injuries, thereby functioning as an essential cellular
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component of the innate immune system. Macrophages are able to secrete a wide array
of cytokines, growth factors, lysozymes, proteases, complement components, coagulation
factors and prostaglandins."® However, in tumors, macrophages can exhibit a different
phenotype and thus contribute to tumor growth, invasiveness, metastases, local
immunoregulation and angiogenesis.’ In several different tumors, the accumulation of
macrophages, which sometimes is the main component of the inflammatory infiltrate, is

associated with worst prognosis as, for example, breast and ovary carcinoma.’

It has been described that cervical cancer cells also express macrophage attractants,
including monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2) , macrophage colony stimulating
factor-1 (CSF-1) and vascular endothelial growth facto (VEGF), not only locally but also
identifiable in the peripheral blood.*"” For example, CSF-1 serum levels are elevated in
cases with cervical human papillomavirus (HPV) infection and cervical intraepithelial
neoplasia (CIN)."> However, data are conflicting on the role of macrophages in cervical
carcinogenesis. Some authors have demonstrated that macrophages increase along with
the progression of CIN to invasive cancer, but analyses regarding prognosis and
correlation with HPV infection are rarely discussed.'®?* Furthermore, other authors have
described that the macrophage population decreases in CIN as compared to normal

cervix, attributing this reduction to the presence of HPV E6 and E7 oncogenes.?*%

To elucidate this issue, association of macrophages with malignant transformation of the
cervix and risk of lesions progression, we conducted a careful analysis of inflammatory
reaction and macrophages in samples of the normal cervix, all grades of CIN and
squamous cell carcinoma (SCC), using H&E staining and immunohistochemistry (IHC)

with anti-CD68 antibody.
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MATERIAL AND METHODS

Design and subjects

Routine cervical biopsies from women participated in cervical cancer screening between
2000 and 2003 at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, were selected for analysis.
Lesions were categorized as normal cervix, low grade squamous intraepithelial lesions
(LSIL, equivalent to CIN 1), high grade squamous intraepithelial lesions (HSIL, which

comprises CIN 2 or CIN 3) and SCC.

Normal cervix, LSIL and HSIL samples were selected from a cohort of patients screened
for cervical cancer by conventional Pap smear, naked eye visual inspection with acetic
acid (VIA) and Lugol's iodine (VILI), HPV testing for high-risk HPV and, when necessary,
colposcopy and biopsy. The cohort is part of the Latin America Screening Study (LAMS

Study).

Biopsies were performed with intention of diagnosis and not excision, preserving the
lesions at the cervix. Patients with HSIL or higher were promptly submitted for appropriate
treatment. LSIL cases were followed by visits every 6 months, when Pap smear, VIA, VILI,
HPV testing (this exam every 12 months) and colposcopy were performed. For the
analysis of LSIL outcome, we considered: a) progression, when LSIL region became
subsequently CIN 2, 3 or SCC at biopsy; b) persistence, when LSIL lesion remained with
the same histological diagnosis during follow-up for more than 330 days (second biopsy
was necessary to confirm diagnosis); and c) regression, when the lesion previously
diagnosed was not visible any more at colposcopic examination or, even with colposcopic

changes, the subsequent biopsy at the same place did not show lesion. To assure that
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benign histological samples were, in fact, normal, only samples that were negative for

high-risk HPV were included in the normal category.

Squamous cell carcinoma samples were selected from archival paraffin blocks, derived
from women who were treated during the same period in this same hospital, but not

included in the LAMS cohort. All biopsies were fixed in formaldehyde and embedded in
paraffin according to routine procedures. Local ethics committee approval was obtained

prior to any procedure.

Selection of regions for analysis

Samples were cut at 4um, with the first section stained with H&E to confirm the
histological diagnosis accessed by two independent pathologists, and subsequent section
was stained for CD68 by IHC. For each H&E slide, a mean of three representative areas
of the lesion were selected at X200 magnification (blind to IHC results), and marked for

subsequent analysis on the IHC slides.

HPV Testing

HPV testing was carried out by the Hybrid Capture 2 assay (HCIl - Digene Corporation;
Gaithersburg, MD) using cervical swabs collected before biopsies. Samples were
analyzed by automated HCII test system for the presence of high-risk HPV types 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, and 68, according to manufacturer protocol. For
each specimen, RLU/CO values were calculated as the ratio of the specimen

luminescence (RLU) relative to the luminescence of the 1.0 pg/ml HPV-16 cutoff standard
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(CO, 100,000 HPV-16 genomes/ml) and values equal to or higher than 1 RLU/CO were

considered positive.

Immunohistochemistry

Slides were dried at 60°C for 20 minutes, de-paraffinized in xylene, re-hydrated through a
graded ethanol series and then washed with distiled water. Antigen retrieval was
achieved first by boiling the tissues in citrate buffer, pH 6.0, for 20 minutes and then by
cooling the slides for 20 minutes. Slides were then placed in a semi-automated

immunostainer (Sequenza, Thermo Electron Corporation; Waltham, MA).

IHC was carried out with the avidin-biotin complex (ABC), using LV’s Ultravision® Kit
(Labvision Corporation; Fremont, CA), at room temperature (RT), according to the
manufacturer’s instructions. Hydrogen Peroxide Block was applied for 12 minutes to
quench endogenous peroxidase activity followed by Ultra V Block for 5 minutes to block
biotin. Slides were incubated with primary antibody mouse monoclonal anti-human CD-68
diluted at 1:100 for 30 minutes at RT (cat. #MS-1808-S; Labvision Corporation). CD68 is a
trans-membrane glycoprotein that is highly expressed in human macrophages and its
precursos, monocytes, and rarely by LC. For purposes of this study, macrophages and its

precursors CD68 positive (CD68+) will be referred as macrophages.

Subsequently, biotinylated secondary antibody, goat anti-mouse, was applied for 30
minutes followed by streptavidin-peroxidase for 10 minutes. Immunoreactive complexes
were detected using diaminobenzidine chromogen exposure for 5 minutes. Finally, slides
were counterstained with methyl green for 5 minutes, washed in distilled water,

dehydrated in graded ethanol, cleared with xylene and mounted.
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Negative controls were concomitantly processed by omitting the primary antibody. Tonsil
slides were used as positive controls. Because it was technically not possible to manage
all slides at the same time, each IHC batch contained exactly the same proportion of

normal, LSIL, HSIL, SCC, negative and positive controls slides.

Interpretation

H&E and IHC images were captured according to the areas pre-selected on H&E slides
using a Nikon DXM 1200F digital camera microscope, with X200 objective lens (Nikon;
Melville, NY) and were stored and processed in a personal Windows-based PC. Each

acquired image represents an area of 0.28 mm?.

Intensity of stromal inflammation was evaluated on H&E images using four categories: O -
no inflammation; 1 - weak inflammation; 2 - moderate inflammation; and 3 - intense

inflammation.

For IHC interpretation, images were then opened in Corel Photo Paint X3 (Corel
Corporation; Eden Prairie, MN), and manual marking of each CD68+ cell was performed.
The use of images allowed us to zoom in specific regions and analyze details of the X200
microscopic fields. CD68+ cells with a completely or partially visible nucleus were

counted, while CD68+ debris, for example cell membrane fragments, were not counted.

Additionally, the area of the epithelium and the stromal compartment were separately
measured with Corel Draw X3 (Corel Corporation; Eden Prairie, MN) and the number of
macrophages was corrected proportionate to these areas, using the following formulas: a)
final number of macrophages in the stroma = (number of macrophages in the stroma x

100) / percentage of stroma in the image; and b) final number macrophages in the
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epithelium = (number of macrophages in the epithelium x 100) / percentage of epithelium
in the image. For the total count of macrophages, we summed-up the epithelial and

stromal macrophage counts and divided that by two.

Statistical Analysis

IHC measurements were accessed in two different ways. To demonstrate the presence of
CD68+ macrophages in normal, LSIL, HSIL and SCC stages, each case was considered
as a mean of all regions counted. To show the association between inflammation and
macrophages and to evaluate the risk of progression, each region was considered as an

individual value in the analysis.

Comparisons of macrophage populations in each CIN grade were evaluated by non-
parametric Kruskal-Wallis test and proportions by Pearson Chi-Square. Means of
variables with normal distribution were compared by Student t-test. In all tests, P<0.05
was considered statistically significant. Macrophage counts that presented non-normal
distribution were shown in median, 25"- and 75th percentiles. Values with normal

distribution are presented as mean + standard deviation (SD).

The power analysis indicated that to detect the difference of 10 in the macrophage counts
in each lesion category with power of 80% and significance level of 5%, a sample size of

27 cases in each group was required.
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RESULTS

We have studied the rate of macrophage infiltration by examining their number in
precancerous cervical lesions (LSIL and HSIL) and carcinomas as compared to normal
cervical tissue. The present series comprises 112 patients, including 26 normal, 28 LSIL,

30 HSIL and 28 SCC cases. In total, 324 different regions were analyzed.

A direct relationship was found between the increasing grade of the lesion and the
number of macrophages in the epithelium, in the stroma and the total macrophage counts

analyzed together (figure 1).

< [ ]15(035)

= 8.0 (5.7-11.8)

=] 5.1(2.9-8.4)
| 21(062)

- |

= | 9.1(2.8-16.7)

~ 550500

i 6.1(2.8-11.7)

7 13.2 (8.2-22.1)
I oo 5142
| | 9.9 (6.6-18)

§ 197 (13.4-32.8)
N (<5 (9.7-25.1)
0 5 10 15 20 25

MACROPHAGES / FIELD

Figure 1. Macrophage counts (per X200 field) in epithelium (white bars), stroma
(gray bars) and both compartments combined (black bars) in different lesions. The
macrophage counts were not different between normal cervix and LSIL (Mann-Whotney U
test) in the epithelium (P=0.653), stroma (P=0.119) and combined (P=0.328). However, in
all other comparisons, macrophages counting was statistically different (Kruskal-Wallis
test), both in the epithelium (P<0.001), stroma (P<0.001) and combined (P<0.001).
Values presented in median (25"-75" percentile).
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The stromal compartment constantly showed higher macrophage counts than the
epithelium. This difference decreased as the lesions progressed, indicating a macrophage
switch from the stroma to the epithelium. The epithelial infiltrating macrophages
represented 0% (0-26.7%), 13.5% (0-45%), 25% (7.1%-48.3%) and 31.3% (18.3%-47.1%)

of all macrophages in normal, LSIL, HSIL and SCC samples, respectively (P<0.001).

Intensity of the inflammatory reaction was also closely associated with the lesion grade
(table 1). For example, using the negative—weak and moderate—intense inflammation as
cut-off, normal, LSIL, HSIL, and SCC regions were positive for inflammation in 25%,

46.1%, 58.4% and 89.3% of the regions analyzed, respectively (P<0.001).

Table 1. Inflammation as related to cervical lesion grade

INTENSITY OF INFLAMMATION

Negative Weak Moderate Intense
Lesion grade N % N % N % N %
Normal 18 23.7 39 51.3 14 18.4 5 6.6
LSIL 7 9.3 33 44 16 213 19 25.3
HSIL 8 9 29 32.6 32 36 20 22.5
SCC 0 0 9 10.7 27 321 48 57.1
Total (n=324) 33 10.2 110 34.0 89 27.5 92 28.4

Pearson Chi-Square, P<0.001; N, number of regions analyzed.

Macrophages were consistently more frequent in inflammatory regions in normal, LSIL,
HSIL and SCC cases, using a cutoff negative—weak and moderate—intense inflammation
(table 2). Macrophage counts among negative-weak and moderate-intense inflammatory
reactions are related to lesion grade in Table 2. A significant relationship between the
macrophage count and the lesion grade still existed, irrespective of the density of the

inflammatory reaction.
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Table 2. Inflammation and total number of macrophages in different lesions

TOTAL NUMBER OF MACROPHAGES*

Lesion grade negative — weak inflammation moderate-intense inflammation Pt
Normal 4.00 (2.04-6.46) 6.90 (3-11.25) 0.041
LSIL 4.58 (2-7.38) 7.78 (5-16.25) 0.001
HSIL 8.00 (5-12.69) 12.05 (8.14-16.56) 0.003
SCC 8.75 (5.46-12.29) 16.27 (8.75-24.96) 0.044
Pt <0.001 <0.001

* Per field magnification X200, values in median (25"-75™ percentile)
1 Mann-Whitney U test for comparison of macrophage count between negative-weak and moderate-intense inflammation

1 Kruskal-Wallis test for comparison of macrophage count between different lesion grades, controlling for inflammation

Results of high-risk HPV testing were available for 26 normal, 23 LSIL and 30 HSIL cases
with 0%, 78.3% and 93.3% of positive results (Pearson Chi-Square, p <0.001).
Interestingly, macrophage counts were not different between high-risk HPV positive and -

negative cases, as stratified by the lesion grade.

Finally, we have examinated if a correlation exists between macrophages infiltration and
clinical outcome (persistence-progression) of LSIL, based on follow-up data of 24 LSIL
patients (mean age 32.9 * 7.5), followed-up for 805 + 140 days. A total of 16 patients
(66.7%) had their lesions regressed during follow-up, 6 (25%) patients persisted (for a
mean of 512 + 140 days) and 2 (8.3%) progressed to HSIL/carcinoma. In a linear
regression model, patient’'s age, HPV status or inflammation were not risk factors for
persistence/progression, but the total macrophage count in LSIL lesions that regressed

was lower than in persistent-progressed lesions (table 3).
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Table 3. Risk of LSIL progression according to age, HPV status and total number of

macrophages

LSIL

regression persistence-progression
Risk factor (N=16 cases; 42 regions) (N=8 cases; 22 regions) P
Age (years; mean + SD) 305+7.9 341172 0.599*
High-risk HPV test (positive rate) 62.5% 80% 0.363t
Inflammation moderate-intense 47.6% 40.9% 0.609t
Macrophages (median; 25"-75" percentile) 7 (2.7-9.1) 10.8 (5-16.2) 0.031%

* Student t-test; T Pearson Chi-Square test; $ Mann-Whitney U test

To confirm that our results, which showed an increase of macrophage population

according to lesion grade, were not by chance, a power analysis was repeated indicating

93.7% of statistical power (PB). Figures 2 and 3 present representative cases of IHC with

antibody anti-CD68 for macrophages identification.
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NORMAIL

Figure 2. Panel of H&E slides and respective IHC staining for CD68 in normal
cervix, LSIL, HSIL and SCC. Note that the presence of both macrophages (black
arrows) and inflammation increase as the lesions progressed. Normal case - weak
inflammatory stroma with few macrophages and absence of macrophages in the
epithelium. LSIL - weak inflammation with few macrophages in the stroma and
scattered macrophages in the epithelium. HSIL - moderate inflammation with the
increase of macrophage population and various infiltrating the epithelium. SCC —
intense inflammation and high count of macrophages in the epithelium and in the
stroma. Magnification X200.
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Figure 3. Inmunohistochemistry staining for CD68 in SCC. Intense macrophage
infiltration is evidenced in stroma surrounding epithelium of SCC (magnification
X200). Inset: macrophage  morphology, with intense cytoplasmatic staining,
microvacuolization and small cytoplasmatic projection (magnification X400).
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DISCUSSION

Our study clearly demonstrates a strong association between the malignant
transformation of the cervix and an increase in the number of tumor-associated
macrophages in the stroma as well as in the epithelium. Except for the real increase of
macrophages upon lesion progression, we detected also a augment of macrophage
population in the epithelium proportionally to stroma, suggesting that there is a influx of

macrophages into the epithelium or local proliferation.

Additionally, the inflammatory response was more evident in severe lesions than in normal
cervix. Given that macrophages and inflammation increased in parallel with the
progressive lesions, we suspect that the inflammation attracted macrophages, as could be
anticipated physiologically. Indeed, the overall macrophage population was positively
influenced by the degree of inflammation in all lesion categories. For example, in LSIL
cases, the macrophages in moderate-intense inflammatory regions were almost two times

more numerous than in negative-weak reactions.

However, when we analyzed macrophages according to the lesion grade and controlled
for inflammation (i.e., using the negative—weak and moderate—intense cut-offs), we still
found a significant positive correlation between macrophage counts and lesion grade. This
argues strongly that the inflammatory environment not only attracts macrophages but that

the lesion also itself also attracts and influence the proliferation of these cells.
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As related with patients’ clinicopathological data, macrophage infiltrations were higher in
low-grade lesions which persisted-progressed than in those that did not persisted-
progress. Because of our limited sample size, other important factors such as age, sexual
history and HPV type were not included in this model of risk analysis. However, individual
risk factors, such as age and HPV status did not reach statistical significance in our
analysis. By contrast, the macrophage count was statistically significant, thus indicating
that an increased number of macrophages may be an important risk factor for lesion

progression.

Many studies on cervical cancer have identified a significant increase of macrophages
according to the severity of cervical lesions, including cancer precursors, were few studies
have addressed clinical correlations.’®?**® In one of the rare studies about prognosis,
macrophages were a significant source of interleukin-8 that was closely associated with
micro-vessel density and poor prognosis in invasive disease.?’ To our knowledge, our
description, where lesions were carefully identified, epithelium and stroma areas were
measured separately and data were compared to clinical outcome, is the first positive

correlation of macrophage count and cervical intraepitelial lesion persistence-progression.

However, some authors have argued the exact opposite, i.e., macrophage density
decreases with disease progression.??”*' One explanation for this discrepancy is that
most of the time, CIN lesions are restricted to a very specific area of the epithelium and a
correct selection of this area is required to assure consistent results. Moreover, it is
necessary to pay close attention to the markers used for macrophages. Most studies that
refer to a decrease in macrophage population, actually point to a decrease in Langerhans
cells that are the resident-monocytes, highly specialized in antigen-presenting and
constitute the first immunological barrier against the external environment.?*%%34

Langerhans cells are generally stained with an antibody against S-100 protein or CD1a,
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whereas macrophages are defined by antigens like CD68 and Ki-M1p. Indeed, the studies
using the latter constantly report an increase of macrophages towards high-grade lesions

18.19.21,232430 As determined from the published literature, Langerhans cells are

and cancer.
initially suppressed by the tumor to permit an initial growth, but as shown by our results,
macrophages are subsequently recruited to support the progression to invasive

malignancy.

In the recent literature, the maijority of the studies reported an increase of macrophages in
human tumors to be related to poor prognosis. Such lesions include cancer of the breast,
prostate, ovary, uterine cervix, lung and bladder. Most of these studies also reported a

positive correlation between macrophages and tumor angiogenesis.®

Some of the main macrophage chemoattractants are products of dysplastic cervical cells
or derived from the surrounding stroma. Macrophage-colony stimulating factor (CSF-1),
which is responsible for promoting differentiation, proliferation and activation of
mononuclear phagocytes, has been identified at high concentrations in the peritoneal fluid
and serum of patients with cervical cancer.” A single infection by HPV has been
associated also with an increase of CSF-1 serum levels.”” In vitro studies with
immortalized cervico-vaginal cell lines have demonstrated that epithelial cells in the lower
female genital tract also participate in the immunological function producing CSF-1."
Another example of chemoattractant produced by cervical tumoral cells is VEGF, a potent

pro-angiogenic cytokine, largely found in cervical cancer and its precursor lesions.'®'"1617

The same cytokines that attract macrophages, such as interleukin-4 (IL-4), IL-10,
transforming growth factor B-1 (TGF (-1) and prostaglandin E2 (PGEZ2), can be
responsible for changing the macrophage phenotype to become a pro-tumor agent.®®

Once activated by tumors, macrophages lose their natural phenotype, resulting in poor
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antigen presenting capability, suppressing T-cell proliferation, promoting higher
angiogenesis and increasing their capability to remodel tissues, thereby allowing tumor
cell invasion and metastasis.®> As an example how the tumor might suppress macrophage
activity are experiments, where macrophages collected from the patients, activated ex
vivo and then re-infused as autologous therapies, are not effective as anti-cancer

therapy.®

In pre-malignant stages, macrophages can be found close to the points of basal
membrane disruption, suggesting that their proteases, such as urokinase, are required to
facilitate the invasion of tumor cells.®> Growth factors, such as epidermal growth factor, are
also released by macrophages, acting directly upon the surrounding tumor cells. In
addition, macrophages can secrete angiogenic factors, such as VEGF and angiogenin
that supplement tumor production, thereby enhancing the neovascularization.** Finally,
macrophages are capable of producing more chemoattractant proteins that, in turn,

perpetuate their migration in an infinite feedback loop.

Because of the close relationship between macrophages and tumors, macrophages have
been considered an attractive target for therapies. Macrophages have a stable genome,
with rare mutations, and therefore with fewer chances of developing drug resistance.
Blockage of some steps of macrophage-tumor interaction may promote tumor growth
control. In fact, removal of macrophages in a mice breast carcinoma model, by null
mutation of CSF-1, reduced markedly the rate of tumor growth and metastasis.*® Another
interesting approach in macrophage therapy is by transfecting macrophages ex vivo with
genes encoding for anti-cancer agents, as anti-angiogenic factors, and reinserting them in
the tumors. Initial studies have demonstrated the ability of macrophages to migrate into

hypoxic areas of tumor mass and effectively deliver the manipulated gene products.?

In conclusion, our study indicates that CD68+ macrophages are associated with

progression of cervical carcinogenesis from intraepithelial lesions to invasive stages.
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Macrophages increase linearly with the progression of CIN, migrating from the stromal
compartment into the epithelium, and are influenced not only by inflammation itself but
also by the dysplastic (transformed) cells. Additionally, our data suggest that
macrophages can be a risk factor for persistence or progression of LSIL. Taken together,
these results suggest that macrophages might offer a novel approach for cervical cancer
treatment, and in upcoming trials, macrophages should be investigated as a potential

marker of disease progression.
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11. CONCLUSOES

O uso de interpretacdo computadorizada por meio de software de baixo custo e sistema
de cores CMYK mostrou bons resultados na investigagdo por imunohistoquimica de

biomarcadores do processo de carcinogénese cervical.

Com o uso dos valores do canal de cor magenta, obteve-se um indice (denominado
escore-magenta) que é mais facil de ser interpretado que escores propostos
anteriormente por outros estudos e comparavel a interpretagdo manual. Os resultados
sdo objetivos e extremamente reprodutiveis, reduzindo a variabilidade intra e
interobservadores. Laboratorios e centros de pesquisa com recursos limitados podem se

beneficiar com o uso desta técnica simples.

VEGF, c-fms e COX-2 mostraram correlagdo com o processo de malignizagado da cérvice
uterina, aumentando sua expressdo a medida que as lesdes acentuavam-se, sendo

assim indicados como importantes alvos terapéuticos a serem avaliados.

O aumento de VEGF apresentou importante contribuicdo do estroma adjacente em
lesdes intraepiteliais e carcinoma invasor. COX-2 e c-fms influenciaram a expressao de
VEGF em lesdes intraepiteliais de alto grau e em estagios invasores, indicando que

potencialmente contribuem para o processo de angiogénese cervical.

226



Adicionalmente, quando analisamos somente lesdes intraepiteliais cervicais, c-fms e
COX-2 foram considerados fatores de risco para que estas lesbes fossem classificadas
como de alto grau. Assim, sugere-se que estes sejam utilizados como potenciais

biomarcadores em estudos futuros.

No estudo de macréfagos, evidenciou-se que estes estdo associados com o grau das
lesbes cervicais, do estagio intraepitelial até o invasor. Os macréfagos aumentaram
progressivamente com a gravidade de NIC, migrando do compartimento estromal para o
epitélio, e eram influenciados nao sé pelo processo inflamatério, mas também pelas

células displasicas.

A inflamagdo por sua vez, também aumentou progressivamente no processo de
malignizagdo da cérvice uterina, sendo classificada como fraca ou ausente na maioria
dos casos de cérvice normal e como intensa na maioria dos casos de tumores cervicais

invasores.

Quando se correlacionou a analise de macrofagos e dados clinicos das pacientes,
identificou-se a populagdo de macréfagos aumentada como um fator de risco para a

persisténcia-progressao de lesdes cervicais intraepiteliais de baixo grau.

Estes resultados sugerem que macréfagos sao uma importante opgao a ser considerada
na pesquisa de tratamentos para cancer de colo uterino e, ainda, em estudos futuros,
devem ser também considerados como potenciais biomarcadores para risco de

progressao da doenca.
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12. PERSPECTIVAS

O futuro do manejo das neoplasias possivelmente sera profundamente dependente do
uso de biomarcadores que guiardo as decisdes médicas em rastreamento, diagnéstico,
prognéstico e controle de tratamento e recorréncia. Com o uso de biomarcadores, por
exemplo, poderemos responder objetivamente a perguntas como: tratar ou nao tratar?

Operar ou nao operar? Cirurgia, radioterapia ou quimioterapia?

A identificacdo de passos importantes no processo de carcinogénese cervical com
certeza nos possibilitara prever o comportamento de lesbdes cervicais pré-malignas e
ainda propor novas modalidades de tratamento para a doenga invasora. Entretanto, este
processo de investigacao é lento e, na grande maioria das vezes, fracionado em achados
de diversos centros independentes. Noés, por exemplo, identificamos que c-fms esta
intimamente relacionado a transformagcdo maligna da cérvice uterina, o que podera
estimular outros centros a comprovar nosso achado e ainda testar o bloqueio deste
oncogene em culturas celulares. Adicionalmente, outros centros poderdo testar
clinicamente o uso de medicagdes para bloquear c-fms e, assim por diante, num
processo continuo de acumulo de informagdes até que se tenha um ganho real para a

paciente.

Embora poucos marcadores tenham chegado efetivamente ao uso clinico nos ultimos
anos, recentes avangos tecnoldgicos nos tém possibilitado acelerar este processo de

descobrimento. Adicionalmente, em vista da complexidade do tecido tumoral, é
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improvavel que apenas um biomarcador tera a sensibilidade e especificidade necessaria
para melhor o rastreamento e progndstico das lesdes precursoras. A combinagdo de um

painel de marcadores parece ser uma alternativa para isso.

Apesar do grande esforgo de diversos autores, o descobrimento de um marcador perfeito
(ou uma combinacao deles) ainda esta longe de ser alcangado. Em lesdes invasoras, por
exemplo, o valor preditivo do estadiamento clinico pela Federagdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (International Federation of Gynecology and Obstetrics, FIGO)
ainda é o melhor prognostico a ser tomado para as pacientes e poucos marcadores

mostram valor independente quando realizadas analises multivariadas.

Em relagdo a este autor, outros projetos estdo em desenvolvimento em carcinogénese
cervical, mas que n&o foram incluidos nesta tese pois ainda nao foram concluidos: estudo
de aromatase, estudo de ativina IA e IIB e seus respectivos receptores, estudo de fator
transformador de crescimento 31 e receptores 1 e 2, estudo de mesotelina, além de um
projeto de analise de envelhecimento de laminas para imunohistoquimica no qual
compara-se diferentes modalidades de preservacao de laminas. Com certeza, mais cinco

publicagbes cientificas serao derivadas destes projetos em andamento.

Apesar de ja ter sido descoberto o agente fundamental para o cancer de colo uterino, o
HPV, e ainda criarmos uma vacina comprovadamente efetiva contra ele, ainda teremos
muitas décadas pela frente, sendo séculos, para controlar esta epidemia. Nesse interim,
muitas pacientes receberdo tratamentos desnecessarios, muitos receberdo tratamentos
ineficazes e, o que & pior, milhdes ainda morreréo da doenca. E urgente que se desvende
0 processo de carcinogénese cervical para revertermos este quadro. Nosso entendimento
chegou até a interagcdo do HPV com o genoma cervical, agora temos o desafio de

compreender o que ocorre apos.
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Apesar dos resultados restritos até entdo, ndo ha duvida que a compreensdo das
diferentes etapas do processo transformacao maligna da cérvice uterina é de imenso
valor. E esta compreensdo comeca com a realizacdo de estudos por grupos

independentes que, quando em conjunto, terdo significado para nossas pacientes.
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13. ANEXOS

13.1. Fator de crescimento endotelial vascular

13.1.1. Protocolo

A) Corte

Cortar em 4um
Montar em agua deionizada a 40°C em laminas com carga positiva

Secar por 24 horas

B) Remocao de parafina

20 minutos em forno a 60°C

10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol

2 minutos em etanol 100%+ 2 minutos em etanol 100%

30 imersdes em etanol 95%

1 minuto em etanol 95%

1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua

destilada

C) Recuperagao de epitopo

Colocar em jarra plastica pré-aquecida com 1mM EDTA e ferver por 20 minutos

em banho-maria
Esfriar por 20 minutos ainda em EDTA

Lavar em solugao salina tamponada fosfatada (phosphate buffered saline, PBS)

por 1 minuto, duas trocas
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D) Montagem em Sequenza
¢ Montar laminas em bandeja semi-automatica para IHC (Sequenza) utilizando PBS

e Lavar por 5 minutos com PBS em Sequenza (equivale a 20 lavagens manuais)

E) Bloquear peroxidase endbégena e biotina
e Aplicar Blogueador Peréxido de Hidrogénio (Labvision Corporation; Fremont, CA,
EUA) por 12 minutos, 100ul, em temperatura ambiente
e Lavar com PBS por 5 minutos
e Aplicar Bloqueador Ultra-V (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul ,
por 5 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

F) Aplicar anticorpo primario
¢ Anticorpo coelho anti-VEGF humano (reage com aminoacidos variantes 121, 165
e 189; cat #RB-9031; Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA)
¢ Diluicao em Diluente Primario (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), dilui¢do
1:150, 100ul, por 40 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

G) Aplicar anticorpo secundario ligado a biotina

e Anticorpo cabra anti-coelho (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100pul,
por 30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

H) Aplicar peroxidase-streptavidina
e Peroxidase-streptavidina (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul, por

10 minutos, em temperatura ambiente

232



Lavar com PBS por 5 minutos

I) Coloragdo com DAB

Preparar DAB Plus com 1 gota de substrato em 2 ml de diluente (Labvision
Corporation; Fremont, CA, EUA)
Aplicar 500ul, por 5 minutos, em temperatura ambiente

Lavar com PBS por 5 minutos

G) Contracoloragao

Remover laminas de Sequenza
Dispor Iaminas em verde de metila por 5 minutos
Lavar apés por 2 minutos em agua deionizada até que nao haja corante em

eXCesso

H) Desidratagao de laminas e montagem

10 imersdes em etanol 95% + 10 imersdes em etanol 95%

10 imersdes em etanol 100% + 10 imersdes em etanol 100%

30 imersdes em xilol

30 imersoes em xilol

montar laminas com resina
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13.1.2. Descricao técnica do anticorpo primario

DATA SHEET
Rev 100405D

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Epitope Specific Rabbit Antibody

Cat. #RB-9031-P0, -P1, or -P (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml at 200png/ml) (Purified Ab with BSA and Azide)
Cat. #RB-9031-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunohistochemical Staining)
Cat. #RB-9031-PCS (5 Slides) (Positive Control for Histology)

Description:

VEGF (vascular endothelial growth factor) is a
homodimeric, disulfide-linked glycoprotein involved
in angiogenesis which promotes tumor progression
and metastasis. This antibody reacts with the 165,
189 and 121 amino acid splice variants of VEGF of
human. to a lesser extent, mouse and rat.

Comments: This antibody is excellent for staining
of formalin-fixed, paraffin-embedded tissues.

Mol. Wt. of Antigen: 19-22kDa (reduced)
Epitope: N-terminus
Species Reactivify: Human. Others not tested.

Immunogen:
A synthetic peptide derived from N-terminal of
human VEGF

Applications and Suggested Dilutions:

e Western Blotting (Ab 1pg/ml for 2 hours at RT)
e  Immunoprecipitation

¢  Immunohistology (Formalin/paratfin)

(Ab 1:100 for 30 min at RT with LV’s
UltraVision)

*  [Staining of formalin-fixed tissues requires
boiling tissue sections in ImM EDTA, pH 8.0
for 10-20 min followed by cooling at RT for 20
min.]

The optimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.

Positive Control: Angiosarcoma

Cellular Localization: cell

surface, and extracellular matrix

Cytoplasmic,

Storage and Stability:
Store vial at 4°C. When stored at 2-8°C, this antibody
is stable for 24 months.

Supplied As:

Affinity purified antibody fraction from rabbit anti-
serum. Prepared in 10mM PBS, pH 7.6, with 0.2%
BSA and 15mM sodium azide.

or
Prediluted antibody which 1is
immunohistochemical staining.

ready-to-use for

Limitations and Warranty:

Our products are intended FOR RESEARCH USE
ONLY and are not approved for clinical diagnosis,
drug use or therapeutic procedures. No products are
to be construed as a recommendation for use in
violation of any patents. We make no representations,
warranties or assurances as to the accuracy or
completeness of information provided on our data
sheets and website. Our warranty is limited to the
actual price paid for the product. NeoMarkers is not
liable for any property damage, personal injury, time
or effort or economic loss caused by our products.

Material Safety Data:

This product is not licensed or approved for administration to
humans or to amimals other than the experimental animals.
Standard Laboratory Practices should be followed when handling
this material. The chemical, physical, and toxicological properties
of this material have not been thoroughly investigated. Appropriate
measures should be taken to avoid skin and eye contact, inhalation,
and ingestion. The material contains 0.09% sodium azide as a
preservative. Although the quantity of azide is very small,
appropriate care should be taken when handling this material as
indicated above. The National Institute of Occupational Safety and
Health has issued a bulletin citing the potential explosion hazard
due to the reaction of sodium azide with copper. lead. brass. or
solder in the plumbing systems. Sodium azide forms hydrazoic
acid in acidic conditions and should be discarded in a large volume
of running water to avoid deposits forming in metal drainage pipes.

Human angiosarcoma stained with
anti-VEGF. Cat# RB-9031-P

For Research Use Only

47790 Westinghouse Dr. Fremont CA 94539 USA
Tel: (800) 828-1628 Fax: (510) 991-2826
Email: labvision@labvision.com Website: www.labvision.com

= LAB VISION

CORPORATION
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13.2. Receptor de fator estimulador de colénia de macréfagos

13.2.1. Protocolo

A) Corte
e Cortar em 4um
¢ Montar em agua deionizada a 40°C em laminas com carga positiva

e Secar por 24 horas

B) Remog¢ao de parafina
e 20 minutos em forno a 60°C
e 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol
e 2 minutos em etanol 100%+ 2 minutos em etanol 100%
e 30 imersdes em etanol 95%
e 1 minuto em etanol 95%
e 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua

destilada

C) Montagem em Sequenza
¢ Montar laminas em bandeja semi-automatica para IHC (Sequenza) utilizando PBS

e Lavar por 5 minutos com PBS em Sequenza (equivale a 20 lavagens manuais)

D) Bloquear peroxidase endégena e biotina
e Aplicar Blogueador Peréxido de Hidrogénio (Labvision Corporation; Fremont, CA,
EUA) por 12 minutos, 100ul, em temperatura ambiente
e Lavar com PBS por 5 minutos
e Aplicar Bloqueador Ultra-V (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul ,

por 5 minutos, em temperatura ambiente
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e Lavar com PBS por 5 minutos

E) Aplicar anticorpo primario
e Anticorpo policlonal de coelho anti-c-fms humano (cat #CBL776; Chemicon
International; Temecula, CA, USA)
¢ Diluicdo em Diluente Primario (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), dilui¢gdo
1:50, 100ul, por 12 horas, 4°C

e Lavar com PBS por 5 minutos

G) Aplicar anticorpo secundario ligado a biotina
e Anticorpo cabra anti-coelho (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul,
por 30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

H) Aplicar peroxidase-streptavidina
e Peroxidase-streptavidina (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul, por
10 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

I) Coloragdo com DAB
e Preparar DAB Plus com 1 gota de substrato em 2 ml de diluente (Labvision
Corporation; Fremont, CA, EUA)
e Aplicar 500ul, por 5 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

G) Contracoloragao

¢ Remover laminas de Sequenza
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e Dispor ldminas em verde de metila por 5 minutos
e Lavar apds por 2 minutos em agua deionizada até que n&o haja corante em

EeXCesso

H) Desidratacao de laminas e montagem
e 10 imersdes em etanol 95% + 10 imersdes em etanol 95%
e 10 imersdes em etanol 100% + 10 imersdes em etanol 100%
e 30 imersdes em xilol
e 30 imersbes em xilol

e montar laminas com resina

13.2.2. Descricao técnica do anticorpo primario
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V4| CHEMICON®
IV NTERNATIONAL
a division of Serologicals” Corporation

RABBIT ANTI-HUMAN c-fms ONCOPROTEIN POLYCLONAL ANTIBODY

CATALOG NUMBER:

GIUANTITY:

ALTERMATE NAMES:

CBLTTE LOT NUMBER:
100 g

cfms; CO115

SPECIFICITY: The purified antibody has been used to detect c-frms oncoprotein in formalin fixed paraffin
wax embedded tissue ssctons.
EMOWHN SPECIES CROSS REACTINITY: Known to detect c-fms on ether fresh frozen or
formalin fixed mouse macrophages.

APPLICATIONS: Immuncoytochermistry
Ciptnal working dfutions must be determined by the end user.

SPECIES REACTIVITY: Reacts with Human and Mouse. Reactivity with other species has not been determined.

TMMUNCGEN: Synthetic peptide: Ser-Leu-Pro-Arg-Leu-Lys-Arg-Ser-Glu-Ser-Gly-Arg-Tyr selected from
the external domain of the felne v-fms sequence (amino acids 3BB411)

FORMAT: Purified immunoglotulin, purified by Protein A affinity chromatography

PRESENTATION: The purified immunogicbutn is presented at a concentration of 100pg/ml in phosphate
buffered saline containing 10mM sodium azde. We recommend that each (aboratory
determing an optimum working titre for use in iis parbicular application.

STORAGE/HANDLING: Fior use within 1 month of purchase store at +4°C, for long term storage aliquot antibody
into small wolumes and store at -20°C.

Sor ras=arch use only; mof for use as a diagnosic
Important Note: Curing shiprment, small volumes of product will cccasionally becomes entrapped in the seal of the

product wial. For products with wolurnes of 200 pl or less, we recommend gently tapping the vial on a
hard surface or briefly centrifuging the vial in a fabletop centrifuge to aislodge any liquid in the
confainer’s cap.

©O002-H003-CHEMICONE Internaticnal, Inc. - By CHEMICOME Intermatgional, inc. Al ights ressroed No part of these works may be reproduced
In any form without pemissien in wTbing.

G004 CELTRE A sl

USA & Carada - Phone: +1(S00) 437-7500 - Fax: +1[505) 6763203 - Europe +44 (0) 23 8025 2233
Aursiralls =51 3 2535 2000 - GErmany +£3-5152-207300 - 120 Regisiered woridwide
wara.Chemicon com - custseny@ichemicon com - techserschemicon . com

Fagedeft
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13.3. Ciclooxigenase-2

13.3.1. Protocolo

A) Corte
e Cortar em 4um
¢ Montar em agua deionizada a 40°C em laminas com carga positiva

e Secar por 24 horas

B) Remog¢ao de parafina
e 20 minutos em forno a 60°C
e 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol
e 2 minutos em etanol 100%+ 2 minutos em etanol 100%
e 30 imersdes em etanol 95%
e 1 minuto em etanol 95%
e 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua

destilada

C) Recuperagao de epitopo
e Colocar em jarra plastica pré-aquecida com solugédo tampéao de citrato, pH 6.0, e
ferver por 20 minutos em banho-maria
e Esfriar por 20 minutos ainda em citrato.
¢ Lavar em solugao salina tamponada fosfatada (phosphate buffered saline, PBS)

por 1 minuto, duas trocas

D) Montagem em Sequenza
¢ Montar laminas em bandeja semi-automatica para IHC (Sequenza) utilizando PBS

e Lavar por 5 minutos com PBS em Sequenza (equivale a 20 lavagens manuais)
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E) Bloquear peroxidase endoégena e biotina
e Aplicar Blogueador Peréxido de Hidrogénio (Labvision Corporation; Fremont, CA,
EUA) por 12 minutos, 100ul, em temperatura ambiente
e Lavar com PBS por 5 minutos
e Aplicar Bloqueador Ultra-V (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul ,
por 5 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

F) Aplicar anticorpo primario
e Anticorpo coelho anti-COX-2 humano (cat #RB-9072; Labvision Corporation;
Fremont, CA, EUA)
¢ Diluicdo em Diluente Primario (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), dilui¢do
1:150, 100ul, por 30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

G) Aplicar anticorpo secundario ligado a biotina
¢ Anticorpo cabra anti-coelho (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100pul,
por 30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

H) Aplicar peroxidase-streptavidina
e Peroxidase-streptavidina (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul, por
10 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

I) Coloragdo com DAB
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Preparar DAB Plus com 1 gota de substrato em 2 ml de diluente (Labvision
Corporation; Fremont, CA, EUA)
Aplicar 500ul, por 5 minutos, em temperatura ambiente

Lavar com PBS por 5 minutos

G) Contracoloragao

Remover laminas de Sequenza
Dispor Iaminas em verde de metila por 5 minutos
Lavar apés por 2 minutos em agua deionizada até que nao haja corante em

EeXCesso

H) Desidratagcdo de laminas e montagem

10 imersdes em etanol 95% + 10 imersdes em etanol 95%

10 imersdes em etanol 100% + 10 imersoes em etanol 100%

30 imersoes em xilol

30 imersoes em xilol

montar laminas com resina
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13.3.2. Descricao técnica do anticorpo primario

DATA SHEET
Rev 121004E

COX2
Epitope Specific Rabbit Antibody

Cat., #RB-9072-P0, -F1, or -P (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml at 200pg/ml) (Purified Ak with BSA and Azide)
Cat. ¥RB-2072-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunochistechemical Staining)

Cat. #RB-9072-PCS (5 Slides) (Positive Control for Histology)

Cat. #RB-9072-PCL (0.1ml) (Positive Control for Western Blot)

Description:

COX2 (Cyclooxygenase-2) i3 an inducible enzyme. It

13 involved in the response of cells to growth factors,

tumeor promoters, and cytokines that induce its

expression. Given its  role  in synthesizing

prostaglandinsg, COX2 13 therefore of interest in

studying  immuone response regulation. COX2 i3

induced by a wide vanety of stimuli and was initially

wdentified as immediate-early growth response gene.

In addition, COX2 expression markedly increased in

25-90% of human colorectal adenocarcinoma

whereas COX1 levels remain unchanged.

Comments: This antibody is excellent for staining

of formalin-fixed, paraffin-embedded tissues.

Mol Wt. af Antigen: 70kDa

Epitope: C-terminus

Species Reactivity: Human, mouse, and rat.

Others not tested.

Immunogen: Synthetic peptide corresponding to

c-terminus of rat COX2.

Applications and Suggested Dilutions:

+  Western Blotting (Ab 2-4pg/ml for 2hys at RT)

+  Immunoprecipitation

+  Immunchistelogy (Formalin/paraffing

(Ab at 1:200 for 30 min with LV"s UltraVision)

* [Staining of formalin-fixed tissues requires boiling
tissue sections in 10mM citrate buffer, pH 6.0 for
10-20 mun followed by cooling at BT for 20 min.]

The cptimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.
Positive Conitrol: HT29 cells, Lung and colen
carcinoma
Cellular  Localization:
membrane
Storage and Stability:
Store vial at 4°C. When stored at 2-8°C, this antibody
13 stable for 24 months.
Supplied As:
Affimty purified antibody fraction from rabbit anti-
serpm. Prepared in 10mM PBS, pH 7.6, with 0.2%
BSA and 15mM sodivm azide.

or

Cytoplasmic and

Prediluted antibody  which 15 ready-to-use for
unmunchistochemical staining.

Colen carcmenia "taumdwn.h
anti-COX2, Cat¥ RB-9072-P

Limitations and Warraniy:

Our products are intended FOR RESEARCH USE
ONLY and are not approved for clinical diagnosis,
drug use or therapentic procedures. No products are
to be construed as a recommendation for use in
vioclation of any patents. We make no representations,
warranties or assurances as to the accuracy or
completeness of information provided on our data
sheets and website. Ouwr warranty is limited to the
actual price paid for the product. NeoMarkers iz not
liable for any property damage, personal mnjury, time
or effort or economic loss cavsed by our products.

Material Safety Data:

This preduct is not Leensed or approved for admimishatien to
Iz or to ammals other than the expenmental animals
Standard Laboratory Practices should be followed when handling
this matenial. The chenuecal, physical, and toxicelogical propertias
of this matenal have not been thoroughly myvestizated. Appropnate
meazures should be tzken to avead skin and eye contact, inhalation,
and ingestion. The material comntains 0.09% sedium azide as a
preservative. Although the quantity of azide is wvery small,
appropriate care should be taken when handhing tlus matenial as
indicatad above. The MNational Institute of Ocoupational Safety and
Health has issued a bulletin citing the potential sxplosion hazard
dua to the reaction of sodivm azide with copper, lead, brass, or
solder m the plombmg systems. Sodium azide formes hydrazone
acid i acidic conditions and should be discarded i a large volume
of unning watar to avold depostts formung in matal dramage pipes.

For Research Use Ounly

47790 Westinghouse Dr. Fremont CA 94539 USA
Tel: (800) 828-1628 Fax: (510) 991-2826

Email: labvision@labvision.com Website: www.labvision.com
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13.4. CD68

13.4.1. Protocolo

A) Corte
e Cortarem 4um
e Montar em agua deionizada a 40°C em laminas com carga positiva

e Secar por 24 horas

B) Remoc¢ao de parafina
¢ 20 minutos em forno a 60°C

10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol + 10 minutos em xilol

e 2 minutos em etanol 100%+ 2 minutos em etanol 100%
e 30 imersdes em etanol 95%
e 1 minuto em etanol 95%

¢ 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua destilada + 1 minuto em agua

destilada

C) Recuperagao de epitopo
e Colocar em jarra plastica pré-aquecida com solugédo tampéo de citrato, pH 6.0, e
ferver por 20 minutos em banho-maria
e Esfriar por 20 minutos ainda em citrato.
e Lavar em solugao salina tamponada fosfatada (phosphate buffered saline, PBS)

por 1 minuto, duas trocas

D) Montagem em Sequenza
¢ Montar laminas em bandeja semi-automatica para IHC (Sequenza) utilizando PBS

e Lavar por 5 minutos com PBS em Sequenza (equivale a 20 lavagens manuais)
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E) Bloquear peroxidase endoégena e biotina
e Aplicar Blogueador Peréxido de Hidrogénio (Labvision Corporation; Fremont, CA,
EUA) por 12 minutos, 100ul, em temperatura ambiente
e Lavar com PBS por 5 minutos
e Aplicar Bloqueador Ultra-V (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul ,
por 5 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

F) Aplicar anticorpo primario
¢ Anticorpo rato anti-CD68 humano (cat. #MS-1808-S; Labvision Corporation;
Fremont, CA, EUA)
¢ Diluicdo em Diluente Primario (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), dilui¢do
1:100, 100ul, por 30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

G) Aplicar anticorpo secundario ligado a biotina
¢ Anticorpo cabra anti-rato (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100yl por
30 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

H) Aplicar peroxidase-streptavidina
e Peroxidase-streptavidina (Labvision Corporation; Fremont, CA, EUA), 100ul, por
10 minutos, em temperatura ambiente

e Lavar com PBS por 5 minutos

I) Coloragdo com DAB
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Preparar DAB Plus com 1 gota de substrato em 2 ml de diluente (Labvision
Corporation; Fremont, CA, EUA)
Aplicar 500ul, por 5 minutos, em temperatura ambiente

Lavar com PBS por 5 minutos

G) Contracoloragao

Remover laminas de Sequenza
Dispor Iaminas em verde de metila por 5 minutos
Lavar apés por 2 minutos em agua deionizada até que nao haja corante em

EeXCesso

H) Desidratagcdo de laminas e montagem

10 imersdes em etanol 95% + 10 imersdes em etanol 95%

10 imersdes em etanol 100% + 10 imersoes em etanol 100%

30 imersoes em xilol

30 imersoes em xilol

montar laminas com resina
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13.4.2 Descricao técnica do anticorpo primario

= LABVISION B8 - onarkeRs

DATA SHEET
Rev 0120034

CD68 (Macrophage Marker) Ab-4 (Clone PG-M1)

Mouse Monoclonal Antibody

Cat. #M5-1808-50, -51, or -S (0.1ml, 0.5ml, or 1.0ml Supernatant)
Cat. #M5-1808-R7 (7.0ml) (Ready-to-Use for Immunchistocheimeal Staimng)
Cat. #M5-1808-PCS (5 Slides) (Positive Control for Histology)

Description: CD68 glycoprotein is expressed on
macrophages and monocytes.

Comments: Ab-4 is important for identifying
macrophages in  tissue sections. It stains
macrophages 1m a wide variety of human tissues,
including Kupffer cells and macrophages in the red
pulp of the spleen, in lamina propria of the gut. in
lung alveoli, and in bone marrow. Ab- does not react
with APCs, follicular dendritic cells, interdigitating
cells, myeloid precursors and peripheral blood
granulocytes. It also reacts with plasmacytoid T cells
which are supposed to be of monocyte/macrophage
origin. It shows strong granular cytoplasmic staining
of chronic and acute myeloid leukemia and also
reacts with rare cases of true histiocytic neoplasia.
Tumeors of lvmpheid origin are usually not stained.

Mol Wi of Anrigen: 110kDa

Epitope: Not determined

Species Reactivity: Human. Others not tested.
Clone Designation: PG-M1

Ig Isotype / Light Chain: 1gG;/ x
Immunogen: Gaucher cells

Applications and Suggested Dilutions:

«  Immunchistelogy (formalin/paraffin)
(Ab 1:50-1:100 for 30 min at BT)

#  [Staining of formalin-fixed tissues REQUIRES boiling
tissue sections m 10mM cimate buffer. pH 6.0
(NEOMARKERS' Cat. #AP-9003), for 10-20 min
followed by cooling at RT for 20 min ]

The optimal dilution for a specific application should
be determined by the investigator.

Pasitive Control: Tonsil

Cellular Localization: Cytoplasmic

Storage and Stability:
Store wvial at 4°C. When stored aft 2-8°C, thus
antibody is stable for 24 months.

Supplied As:

Tissue culture supernatant with 0.09% sodium azide.
or

Prediluted antibody which is ready-to-use for

staining  of formalin-fixed, paraffin-embedded

tissues.

Key References:
1. Fallini B, et al. (1993) Am J Pathol, 142:13359.
1. Homy HP. etal (1992) Hum Pathol, 24:355.

Limirations and Warranty:

Our products are intended FOR. RESEARCH USE ONLY
and are not approved for clinical diagnosis, dmg use or
therapeutic procedurss. No products are to be construed as
a recommendation for nse in vielation of any patents. We
make no representations, warranties or assurances as to the
accuracy or completeness of information provided on our
data sheets and website. Our warranty is limited to the
actmal price paid for the product. Neoldarkers is not liable
for any property damage, personal injury, time or effort or
economie loss caused by our produets.

Material Safety Data:

This product is not hicensed or approved for admimistration
to humans or to amimals other than the experimental
animals. Standard Laboratory Practices should be followed
when handling this material. The chemical, physical, and
toxicelogical properties of this material have not been
thoroughly investigated Appropriate measures should be
taken to aveid skin and eye contact, inhalation, and
mgestion. The matenial contains 0.09% sodium azide as a
preservative. Although the quantity of azide is very small.
appropriate care should be taken when handling tlus
material as indicated above. The National Instmute of
Occupational Safety and Health has 1ssued a bulletin citing
the potential explosion hazard due to the reaction of
sodium azide with copper, lead, brass, or solder in the
plumbing systems. Sodium azide forms hydrazode acid in
acidic conditions and should be discarded 1n a large volume
of numing water to avoid deposits forming in metal
drainage pipes.

For Research Use Only

47777 Warm Springs Blvd. Frement CA 94530 USA
Tel: (800) 828-1628 Fax: (510) 991-2826

Email: labvision@labvision.com Website: www.labvision.com

= LAB VISION

= CORPORARTION

13.5. Termo de consentimento estudo LAMS

246



MELHORIA DA QUALIDADE DOS PROGRAMAS DE CONTROLE DE CANCER DE COLO DO UTERO NA

AMERICA LATINA - LAMS - Latin American Screening Study - INCO-DEV.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Prezada paciente,

Vocé esta fazendo parte de um projeto em que buscamos avaliar qual o melhor método de rastreamento para
cancer de colo uterino e qual a maneira mais adequada para seguimento, mas antes de falarmos sobre o

projeto, gostariamos de lhe explicar um pouco mais sobre o cancer de colo uterino.

Por que falamos de cancer de colo uterino?

O cancer de colo uterino € um dos tipos de cancer que mais mata no Brasil. Em algumas regides, ele ocupa o
primeiro lugar. Mas ele possui uma particularidade: antes de tornar-se uma doenga maligna, ele apresenta
lesbes precursoras, isto €, lesbes que ainda ndo sdo cancer mas que poderao se tornar. E como temos
acesso ao colo uterino no exame ginecoldgico, podemos detectar estas lesdes precursoras antes de

chegarem ao estado de cancer e assim trata-las.

Quais sdo as lesdes precursoras?

Sabemos que a grande maioria dos casos de cancer de colo uterino esté ligada & presenga de um virus no
colo uterino, o chamado HPV (Papilomavirus Humano). Este virus é de transmiss&o sexual e causa lesdes

que sao classificadas em ordem crescente de gravidade:

NIC | — chamamos de NIC | aquela lesdo inicial, que é a primeira a se manifestar;

NIC Il — sdo aquelas lesdes moderadas, que estdo no meio do caminho entre inicial e grave;

NIC Il — lesdo avangada, que na grande maioria das vezes podera progredir para cancer de colo uterino.

Como procurar estas lesdes?
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Existem varias maneiras de identificar estas lesdes. Vamos aqui lhe falar sobre as trés que realizamos em

nosso ambulatério:

1) Exame de Papanicolau (também conhecido como “citopatolégico de colo uterino” ou “preventivo”) — é o
exame que a maioria das mulheres realiza em consultérios médicos, quando é coletado material do colo

do utero e analisado em laboratério, para ver se ndo existem alteragcdes em suas células.

2) Inspecgao de colo de Utero — neste exame, aplicamos dois liquidos reagentes sobre o colo do Utero; caso
exista alguma lesdo no colo, estes liquidos tornam esta lesdo mais aparente permitindo ao médico

identifica-la.

3) Pesquisa do HPV (também conhecida como “hibridizagéo") — este exame procura identificar a presenga
do virus HPV pois, como falamos antes, ele esta associado a lesdes precursoras e ao proprio cancer de
colo uterino; neste exame coletamos material do colo uterino e realizamos a pesquisa do HPV; este

exame nao costuma ser realizado normalmente em ambulatérios pelo seu custo.

Se algum exame for alterado, o que fazer?

Em primeiro lugar, os testes anteriores eram apenas de rastreio. Ou seja, identificam apenas as mulheres
que possuem risco de terem alguma lesdo. Se algum teste destes (exame de Papanicolau, inspeg¢éo de colo
de utero ou pesquisa do HPV) der positivo, a paciente realizar& um exame confirmatério chamado
COLPOSCOPIA. A colposcopia é o exame do colo uterino através de potentes lentes de aumento que
confirmara ou ndo as lesbes. Na presenga de alguma lesédo suspeita, € realizada a bidpsia do local alterado

e, com esta amostra, temos o diagnéstico definitivo na maioria dos casos.

O que é o projeto em que vocé esta fazendo parte?

Trata-se de um projeto dividido em duas partes. Na primeira parte, que sera executada durante um ano,
estaremos rastreando cerca de 3000 mulheres para cancer de colo uterino ou lesdes precursoras. Para
sabermos se vocé possui alguma lesao, serdo oferecido o exame de Papanicolau e inspegao de colo uterino.
Para algumas pacientes também sera oferecida a pesquisa do HPV. As pacientes que possuirem exames
normais receberdo alta do nosso ambulatério no primeiro ano, sendo orientadas a fazer a revisdo
ginecolégica e o exame de Papanicolau anualmente. A segunda parte do projeto inclui as pacientes que
apresentarem exames alterados neste rastreamento. Estas seréo tratadas e observadas por mais dois anos

em nosso ambulatério de pesquisa, apds, serdo encaminhadas ao ambulatério normal da ginecologia do
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Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou, se necessario, a outro centro especializado de atendimento. Este
acompanhamento sera de acordo com modelos médicos aceitos mundialmente. Nao estaremos submetendo

vocé a nenhum procedimento diferente ou experimental.

Qual o sigilo da pesquisa?

Os dados coletados nesta pesquisa séo de interesse médico e em nenhum momento seu nome sera revelado
a outras pessoas que ndo fazem parte de nosso grupo. Quando os dados forem apresentados em revistas e

jornais médicos, sua identidade sera mantida no sigilo.

Sinta-se a vontade para decidir sobre sua participagdo. Caso n&do deseje participar, em nenhum momento isto
prejudicara seu atendimento futuro neste hospital. Caso deseje participar, assine abaixo. Desde ja, grato

pela atencéo.

Assinatura: Data:

Responsavel pelo termo: ... ...

Assinatura: Data:
PaC e e .o
Assinatura: Data:

Responsavel (se menor que 18 @anos): .......ouiuieiiiiiiiiiiiii e

Pesquisador responsavel: Dr. Paulo Naud - Telefone para contato: 3316.8703

* ENTREGAR UMA VIA A PACIENTE
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13.6. Termo de consentimento estudo Biomarcadores

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ASSOCIAGAO DE BIOMARCADORES A

LESOES INTRAEPITELIAIS CERVICAIS E RISCO DE PROGRESSAO

Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao - Projeto nro 05-154

Prezada paciente,

Vocé faz parte do projeto “Melhoria da Qualidade dos Programas de Controle de Cancer de Colo do Utero na

América Latina” no qual realizou exames para rastreamento para cancer de colo uterino e lesdes precursoras.

Estes exames eram:

e citopatoldgico de colo uterino (também conhecido como exame preventivo ou Papanicolau)
e inspecgédo do colo uterino

e captura hibrida para Papilomavirus Humano
Na presenca de qualquer alteragdo nesses exames, vocé realizou colposcopia, que € um exame no qual
inspecionamos o colo uterino com uma lente de aumento. Como vocé apresentou alteragdo na colposcopia,

realizamos uma bidpsia, que é a retirada de uma pequena porgao do colo uterino para ser examinada em

laboratério através de microscopio (exame histolégico). O exame histolégico € que nos fornece o diagndstico

definitivo das alteragdes em colo uterino, dizendo se realmente o que vimos na colposcopia era lesdo ou

simplesmente alteragao de coloragdo sem significado maior.

Em alguns casos, algumas pacientes necessitaram realizar a cirurgia de conizacdo para retirada de uma
por¢do de colo uterino maior devido a lesGes acentuadas ou até mesmo a retirada total do utero
(histerectomia). Em qualquer destes tipos de cirurgia, o material obtido era também examinado em laboratério
através de microscopio, ou seja, era submetido ao exame histolégico para examinar se a lesdo nao era de
um grau mais acentuado do que a diagnosticada na bioépsia. Todos estes procedimentos descritos sdo de

rotina médica e vocé néo foi submetida a nenhuma metodologia experimental.

Para realizar o exame histolégico geralmente analisamos apenas uma pequena porgéo do material obtido nas

bidpsias, conizagdes e histerectomias. O restante é mantido em arquivo em pequenos blocos feitos de
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parafina. Algumas vezes, quando temos duvida em determinado diagndstico histolégico, pedimos
imediatamente para que o médico patologista (que trabalha no laboratério) revise o bloco. Isso ocorre sempre
alguns dias depois de recebermos o diagndstico. Se possuiamos alguma duvida em seu diagndstico, este

procedimento ja foi realizado.

Quando nao temos duvida no diagndstico, o que ocorre na maioria das vezes, o bloco de parafina € mantido

em arquivo durante alguns anos e, depois, descartado no lixo hospitalar, pois ndo tem mais utilidade.

O que estamos solicitando a vocé é a autorizagdo para utilizagdo dos blocos de parafina de bidpsias e/ou
conizagdo e/ou histerectomia que vocé realizou para serem estudados em outro projeto intitulado
“ASSOCIACAO DE BIOMARCADORES A LESOES INTRAEPITELIAIS CERVICAIS E RISCO DE
PROGRESSAQ”. Estas amostras serdo testadas no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade do Texas

em San Antonio, Estados Unidos, em cooperagao com o Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Como é este estudo?

Sabemos que a grande maioria das lesGes pré-malignas de colo uterino ndo progredird para leses mais
acentuadas ou até mesmo para cancer. Entretanto, nos dias de hoje, ndo dispomos de nenhum fator
prognéstico claro para estabelecer qual lesdo ira progredir e qual ndo ira progredir. Assim, acabamos por
realizar tratamentos desnecessarios em lesdes que nunca progrediriam para casos mais graves ou até

mesmo iriam regredir espontaneamente.

Alguns estudos tém sugerido o uso de biomarcadores em material proveniente de bidpsias, conizagdes ou
histerectomias para estabelecer o prognéstico. Estes biomarcadores sdo substancias que podem indicar
quais lesdes tem mais risco de progredir para cancer de colo e quais tem menos risco de progressao. Desta
maneira, poderiamos prever o futuro das alteragbes de colo uterino e assim prevenir tratamentos

desnecessarios.

No seu caso, como em todas as outras pacientes atendidas pelos recursos que dispomos na medicina atual,

acabamos realizando tratamento pois ainda nao temos estes biomarcadores para uso clinico.

Desta maneira, estamos solicitando a vocé autorizagdo de aplicar estes biomarcadores aos blocos de
parafina de material proveniente dos procedimentos que vocé realizou. O material que estamos utilizando é
excedente, ou seja, foi utilizado para o seu diagnoéstico no passado e agora ndo possui mais utilidade para

VOCE, ja que o seu diagnostico foi firmado e o tratamento ja estabelecido. Caso seja necessaria no futuro uma
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revisdo deste material, 0 que é uma suposi¢do remota, esta podera ser dificultada em parte pois os blocos
foram testados para os biomarcadores, mas podera ser realizada pois 0 material retornara dos Estados

Unidos dentro de um ano.

Vocé ndo terd nenhuma vantagem direta em ceder suas amostras para o projeto porque ja realizou
tratamento para as les6es de colo uterino que possuia (retirada da lesdao do colo uterino). Na verdade, vocé
podera estar ajudando outras pessoas no futuro para que o tratamento das lesbes de colo uterino seja mais

objetivo e que os fatores prognosticos sejam mais claros.

Seu nome ou informagbes que venham a identificar vocé em nenhum momento serdo revelados e

garantiremos seu anonimato em publicagdes cientificas que venhamos a realizar.

Caso tenha qualquer duvida sobre o que foi escrito, por favor sinta-se a vontade de discutir e questionar o
médico que esta Ihe oferecendo participagdo neste estudo. Duvidas posteriores poderdo ser esclarecidas
com um membro da equipe — fone para contato: 2101.8703 - Médico responsavel: Dr. Jodo Sabino L. da

Cunha Filho ou Dr. Luciano Hammes.

Caso vocé nao deseje permitir o estudo nos blocos de parafina referentes ao seu diagndstico/tratamento, em
nenhum momento seu atendimento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre sera influenciado. Além disso,
mesmo apds ter assinado este documento, vocé podera desistir da autorizagdo antes da testagem do

material.

Se vocé deseja autorizar o uso dos seus blocos de parafina para o estudo, por favor assine abaixo e coloque

a data de hoje.

Nome da participante (letra de forma):

Assinatura da participante: Data:

Nome do médico responsavel pelo termo de consentimento (em letra de forma):

Assinatura do médico: Data:
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