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Resumo:

O céancer cervical (CC) € uma neoplasia comum em mulheres. A
imunohistoquimica para deteccdo de biomarcadores a fim de complementar
o diagnostico e prever o prognéstico das lesbes precursoras vem sendo
estudada. Este trabalho teve como objetivo padronizar e validar a técnica de
imunohistoquimica para a proteina p16™<*, através do CINtec® p16™<*®
Histology kit (MTM Laboratories, Germany) e HLA-G, através de protocolo
especifico, para avaliacdo da expressdo destes, como possiveis
biomarcadores de lesdes cervicais. A técnica para a pl6™<* revelou
resultados semelhantes aos descritos na literatura. Na avaliacdo da
expressdo do HLA-G, molécula pouco estudada e com grande divergéncia
entre os trabalhos, o protocolo foi elaborado com ajustes nos tempos e
diluicdo do anticorpo primario até apresentar marcacao antigénica adequada
e menor ocorréncia de marcacgdes inespecificas. Assim, a imunohistoquimica
foi padronizada e validada no laboratério de Citologia Clinica, para ambos,
p16™“* e HLA-G, e estudos complementares seréo realizados para avaliar o
potencial destes como biomarcadores em lesdes cervicais.

Introducao

O cancer cervical (CC) é a terceira neoplasia mais frequente em
mulheres no Brasil (INCA, 2012) e estd associado a infeccdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) (CONSOLARO; MARIA-ENGLER, 2012). E
precedido por lesdes pré-malignas, denominadas de lesfes intraepiteliais
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escamosas de baixo (LSIL) e alto (HSIL) graus, quando detectadas pela
colpocitologia, e classificadas em neoplasia intraepitelial cervical (NIC) I,
(equivalente a LSIL) Il, lll e carcinoma in situ, (equivalentes a HSIL), quando
diagnosticadas pela histologia. A maioria das lesfes iniciais regride, e
detecta-las precocemente, bem como identificar sua provavel evolucdo é de
extrema importancia (CONSOLARO; MARIA-ENGLER, 2012).

A técnica de imunohistoquimica para detec¢cdo de biomarcadores, que
possam reconhecer as lesbes com maior probabilidade de evolucdo, bem
como auxiliar no seu diagnostico, tem sido estudada. Um biomarcador ja
bem estabelecido é a proteina p16™*? que é uma supressora de tumor,
envolvida no ciclo celular, e estudos mostram que sua expressdo esta
aumentada na presenca de infeccdo persistente pelo HPV de alto risco
oncogénico (CONSOLARO; MARIA-ENGLER, 2012).

A imunidade mediada por células e alteracbes na expressao dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), também podem ser fatores relacionados ao
desenvolvimento do CC e atualmente biomarcadores imunoldgicos estédo
sendo avaliados (ZHENG et al, 2011).

Assim, o objetivo deste estudo foi padronizar e validar a técnica de
imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo da p16™<** e HLA-G como
possiveis biomarcadores da progressdo de lesdes cervicais, no laboratorio
de Citologia Clinica da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Materiais e métodos
1. Amostra

Foram selecionadas laminas de bidpsias cervicais com 0s seguintes
resultados histopatolégicos: 1 normal; 5 NIC I; 3 NIC II; 3 NIC Il e 1 CC,
para a padronizacao das técnicas e 1 normal; 10 NICI; 5NICII; 5NIC lll e 1
CC, para validacao. As amostras pertencem ao banco do Laboratério Souza
Anatomia de Maringd/PR e este projeto fez parte do projeto de pesquisa
“Associacdo entre HPV e expressdo de antigenos leucocitarios humanos
(HLA) classe | e Il na progressdo de lesdes pré-cancerosas cervicais de
mulheres do estado do Parana/Brasil’, que foi aprovado pelo Comité
Permanente de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (COPEP) da
Universidade Estadual de Maringa.

2. Imunohistoquimica
2.1 p16INK4a

A proteina p16™“? foi detectada através do CINtec® p16™“?
Histology kit (MTM Laboratories, Germany).
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2.2 HLA-G

Os cortes foram desparafinizados e reidratados. Apds, as laminas
foram colocadas em solugédo de tampéao citrato (pH 6,1) a 94° C para a
recuperacdo antigénica e resfriadas a temperatura ambiente. Foi
acrescentada a solucdo de bloqueio da peroxidase endogena (peroxido de
hidrogénio a 3%) por 15 min com posterior lavagem em PBS. Foi adicionado
0 reagente “Protein Block” por 10 min e lavado com PBS. As laminas foram
incubadas, overnight, em camara Umida, com o anticorpo primario anti-HLA-
G (1:200). Apos, foram lavadas com PBS por trés vezes e incubadas com
anticorpo secundario por 30 min a temperatura ambiente, com o conjugado
de avidina-biotina-peroxidase por mais 30 min e por fim, com 3,3 '-
diaminobenzidina (DAB) por 10 min, para revelacdo. As laminas foram
lavadas em agua destilada e submersas, durante 3 min em hematoxilina de
Harris, sendo o0 excesso retirado em agua corrente. Finalmente, foram
desidratadas em alcool e diafanizadas em xilol antes da montagem e
observadas em microscopio optico.

Resultados e Discussao

A técnica demonstrou a presenca da p16™<*?, conforme a literatura.
Dos casos NIC | utilizados na padronizacdo, 60% foram negativos, e 40%
mostraram marcacao fraca. Entre os NIC I, 67% apresentaram marcacao
forte e 33% moderada e os casos NIC Ill demonstraram marcacdo moderada
em 33% e forte em 67%. JA o CC, apresentou coloracdo fraca e o caso
normal foi negativo. Dos casos NIC | utilizados para a validagéo, 50% foram
negativos, 40% apresentaram coloracéo fraca e 10% forte, enquanto os NIC
II, 60% apresentaram coloracdo moderada e 40% fraca. Nos NIC I, a
coloracdo moderada e forte se mostrou em 40% e a marcacao fraca em
20%. J& o caso CC, apresentou coloracao forte e o normal foi negativo.
Assim, a marcacdo para p16™<*? foi ausente nos casos normais, a maioria
ausente ou fraca em NIC | e moderada e forte em NIC Il e NIC Ill,
corroborando com os resultados da literatura, onde o aumento da marcacéo
estéa relacionado a progressao do grau da lesao (GODOY et al. 2008).
Ha poucos e controversos estudos avaliando o HLA-G como possivel
biomarcador. Na padroniza¢do da imunohistoquimica deste, as etapas foram
realizadas de acordo com um protocolo ja existente no laboratério de
Citologia Clinica para a deteccao de outras proteinas e com a literatura. O
protocolo inicial incluiu, 10 min para a etapa de recuperacdo antigénica, 10
min para o bloqueio da peroxidase enddgena, incubagdo em camara umida
por 2 h com anticorpo primario anti-HLA-G (1:100), incubac&o com anticorpo
secundéario por 10 min e por fim, com o conjugado de avidina-biotina-
perxidase por 15 min, entre outras etapas necessarias. As laminas foram
observadas em microscopio 6ptico ndo ocorrendo marcacao. Houve reajuste
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dos tempos da recuperacdo antigénica (30 min), bloqueio da peroxidase
(15min), incubacdo com anti-HLA-G (overnight), anticorpo secundario (30
min), e com o conjugado revelador (30 min) e as lAminas apresentaram
coloracdo forte. A diluicdo 1:200 do anti-HLA-G, foi testada seguindo o
mesmo protocolo e apresentou melhores resultados, com marcagéo
antigénica adequada e menor ocorréncia de marcacdes inespecificas. Dos
casos NIC | e NIC Il utilizados para a validacao 60% tiveram marcagao forte,
20% moderada e 20% fraca, enquanto os casos NIC I, coloracéo forte em
80%, e moderada em 20%. O caso CC apresentou coloracao forte e o caso
normal ndo apresentou marcacao.

Conclusodes

Os presentes resultados mostram que a técnica de imunohistoquimica
foi padronizada e validada no laboratério de Citologia Clinica, para a
p16™ 2 através da utilizacdo do CINtec® p16™<*® Histology kit (MTM
Laboratories, Germany) e para HLA-G, através de protocolo proprio. Estudos
complementares serdo realizados para avaliar o potencial destes como
biomarcadores para auxiliar no diagnéstico e prognostico das lesbes
cervicais.
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