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RESUMO

O céancer de colo do utero € uma das neoplasias do trato genital mais incidentes na
populacdo feminina mundial. Trata-se de uma desordem causada pelo
Papilomavirus Humano (HPV) no epitélio do colo uterino que pode evoluir para uma
transformacdo maligna e levar a rapida proliferacdo celular. Em vista disso, novas
técnicas de avaliacdo de marcadores proliferativos mostram-se Uteis para o
acompanhamento da progressao das lesbes. Dentre elas, revela-se promissora a
técnica de coloracdo por prata das regides organizadoras de nucléolo. O presente
estudo consistiu em uma revisdo bibliografica narrativa de modo a verificar a
expressao das regides organizadoras de nucléolo coradas por prata (AgNORs) e
caracterizar o desempenho desse marcador quanto a proliferagdo celular quando
utilizado em lesdes cervicais. Além disso, expor a importancia da prevencao e do
diagnostico precoce de lesGes precursoras do cancer de colo do Utero e os fatores
influentes para seu desenvolvimento. Foram encontradas dezoito publicacdes entre
0s anos de 1992 e 2021 que utilizaram amostras de bidpsias ou esfregacos cervicais
de mulheres apresentando lesdes, atipias e/ou carcinomas. As contagens das
regibes coradas por prata foram realizadas de forma manual ou automatizada,
sendo que algumas levaram em consideracdo a area e o formato dos pontos,
enquanto outras apenas os quantificaram. A técnica de AQNOR demonstrou ser Uutil
na determinacdo do progndstico e acompanhamento das lesdes. Elevagdo no
namero, tamanho ou pleomorfismos das regides coradas sugerem aumento do grau
da lesdo. AgNOR foi considerado um marcador de proliferacdo simples, barato e
confiavel em lesdes do colo do Utero em comparacdo com outros marcadores.

Palavras-chave: Cancer cervical. Regido Organizadora de Nucléolo. Proliferacéo
celular.



ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most frequent neoplasms of the genital tract in the
female population worldwide. It is a disorder caused by the Human Papillomavirus
(HPV) in the uterine cervix epithelium that can progress to a malignant transformation
and lead to rapid cell proliferation. In view of this, new techniques for evaluating
proliferative markers are useful for monitoring the progression of lesions. Among
them, the technique of silver staining of nucleolus organizing regions seems to be
promising. The present study consisted of a narrative literature review in order to
verify the expression of silver-stained nucleolus organizer regions (AgNORs) and
characterize the performance of this marker in terms of cell proliferation when used in
cervical lesions. In addition, to expose the importance of prevention and early
diagnosis of precursor lesions of cervical cancer and the influential factors for its
development. Eighteen publications were found between 1992 and 2021 that used
biopsy samples or cervical smears from women with lesions, atypia and/or
carcinomas. The counts of the silver-stained regions were performed manually or
automatically, with some taking into account the area and shape of the points, while
others only quantified them. The AgNOR technique proved to be useful in
determining the prognosis and follow-up of lesions. Elevation in the number, size or
pleomorphisms of the stained regions suggest an increase in the degree of the
lesion. AQNOR was found to be a simple, inexpensive and reliable marker of
proliferation in cervical lesions compared to other markers.

Keywords: Cervical cancer. Nucleolar Organizer Region. Cell proliferation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil

mulheres, estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federagéo............ 14
Figura 2 — Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020, por sexo, para Santa
Catarina € FIOranOPOIiS. .......cuue e 14
Figura 3 — Estrutura do Papilomavirus HUManO..............cceeiiiiiiiiiieeeiieee e 18
Figura 4 — Progressao das lesdes cervicais apos infec¢éo pelo virus HPV.............. 22
Figura 5 — Fases do CiClo CelUlar..........coooiiiiiiiiiiiicc e 23

Figura 6 — Regides organizadoras de nucléolo coradas por prata (AgNORS)........... 27



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Equivaléncias entre as classificacdes de Papanicolaou, Reagan, Richart

€ 0 Sistema de BetheSda...........oooiiiiiiiiii e 18
Quadro 2 — Classificagado do HPV de acordo com seu potencial oncogénico........... 19

Quadro 3 — Caracterizagao das publiCagles..............ooovciiiiiiiiiiiie e 34



AgNOR

ASC-H

ASC-US
CEC
DNA
HPV
HSIL
IARC
INCA
JEC
LILACS
LSIL
MEDLINE
MHC
NIC
NILM
NOR
OMS
ORF

PCR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Regido organizadora de nucléolo corada por prata

Células escamosas atipicas que ndo permitem excluir uma leséo

de alto grau

Células escamosas atipicas de significado indeterminado
Carcinoma espinocelular

Acido desoxirribonucleico

Papilomavirus Humano

Leséo intraepitelial escamosa de alto grau

Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer

Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
Juncéo escamocolunar

Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
Leséo intraepitelial escamosa de baixo grau

Sistema Online de Busca e Analise de Literatura Médica
Complexo Principal de Histocompatibilidade

Neoplasia intraepitelial cervical

Negativo para leséo intraepitelial ou malignidade

Regido organizadora de nucléolo

Organiza¢do Mundial da Saude

Fase de leitura aberta

Reacgdo em cadeia da polimerase



pRB
RNA
RNAr
SciELO
SUS

ZT

Proteina Retinoblastoma

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribossémico
Biblioteca Eletronica Cientifica Online
Sistema Unico de Saude

Zona de transformacéao



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ettt te ettt e e ste e e eeanes 13
1.1 COLO DO UTERO E CANCER CERVICAL..........cooieeriieeeeeeesieeeeseeeseeen e, 16
1.2 VIRUS HPV ..ottt 18
1.3 PROGRESSAO DO CANCER DE COLO DO UTERO ......cccooeiiveieeeeeeeeeaes 21
1.4 PROLIFERAGAO CELULAR .....o.oovevetieeeeceeeee ettt en s neen e, 22
1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL ....coouriieieceeee ettt 24
1.6 REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLO.......cccoovoveeieeeeeeeeer e, 26
1.7 JUSTIFICATIVA ... oottt n ettt en e een e, 28
1.8 OBIETIVOS......oouieeeeeeeeee ettt a et ettt ees et en e, 29

1.8.1  ODJEtiVO geral....ccoooiiiiieeeeeeeeeeee 29

1.8.2 ODbjetivos eSPECITICOS ..uviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 30
2 METODOLOGIA .....cooeeeeeeceeeeeeeeee ettt n e en s 31
3  RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....covoieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeen e 33
4  CONSIDERACOES FINAIS ....ocooeieieeeteeee e en e 43

REFERENCIAS . ..o e et e et e et e e 44



13

1 INTRODUCAO

Dentre as neoplasias do trato genital feminino, destaca-se o cancer de colo do
utero, também chamado de cancer cervical. E predominantemente causado pela
infeccdo persistente por alguns tipos do Papilomavirus Humano (HPV) chamados de
oncogénicos. Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), “é caracterizado pela replicagdo desordenada do epitélio de revestimento do
orgao, comprometendo o tecido subjacente (estroma) e podendo invadir estruturas e
orgéos contiguos ou a distancia” (INCA, 2021a). E uma neoplasia com altas chances
de prevencao e cura, contudo, ainda assim, apresenta numeros elevados de novos

casos e mortes.

Para 2020, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC, do inglés
International Agency for Research on Cancer), parte da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), estimou a ocorréncia de mais de 600 mil novos casos por esse
cancer em todo o mundo, que ocupa a sétima posicdo em incidéncia no ranking
mundial, sendo o quarto tipo mais comum na populacdo feminina e representando
6,5% dos casos novos. As maiores incidéncias registradas foram de céncer de
mama (24,2%), colon e reto (9,5%) e pulmao (8,4%) (FERLAY et al., 2021).

No Brasil, séo esperados 16.590 casos novos de cancer do colo do utero para
cada ano do triénio 2020-2022, fazendo com que ocupe a terceira posicdo em
incidéncia com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2019). Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, é o cancer mais incidente
na regiao Norte (22,47/100 mil), estando na segunda posi¢ao nas regides Nordeste
(17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil), quarta posicdo na regidao Sul
(17,48/100 mil), e quinta posigéo na regiao Sudeste (12,01/100 mil). As taxas brutas
de incidéncia por estado estédo representadas na Figura 1. A previsédo para o ano de
2020 no estado de Santa Catarina foi de 970 casos novos, com uma taxa bruta de
incidéncia de 26,67 a cada 100 mil habitantes, enquanto na regidao da Grande
Florianopolis a estimativa foi de 70 novos casos, com taxa bruta de 26,80 por 100 mil
habitantes (Figura 2) (INCA, 2020).
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Figura 1 — Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
mulheres, estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federacgéo.
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Fonte: INCA, 2020.

Figura 2 — Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020, por sexo, para
Santa Catarina e Florianopolis*
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A infeccdo por papilomavirus humano (HPV) € uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns em todo o mundo (CIAPPONI et al.,, 2011). Por
conseguinte, torna-se imprescindivel que os testes de rastreamento sejam
expandidos para a populacdo e que sejam utilizadas novas técnicas preditivas como
a coloragcdo com prata (método AgNOR) que permite uma avaliacdo rdpida da
morfologia e cinética das células tumorais mesmo em pequenas bidpsias (BUKHARI
et al., 2007).

A partir do reconhecimento do HPV como um fator causal e necessario no
desenvolvimento do cancer cervical, tornou-se possivel o aprofundamento do estudo
do virus e desenvolvimento de métodos de prevencdo, como as vacinas bivalente,
quadrivalente (disponibilizada pelo Sistema Unico de Satude — SUS) e nonavalente
(NAKAGAWA; SCHIRMER; BARBIERI, 2010).

Em vista disso, o combate ao cancer de colo do uUtero deve ser executado
através do rastreamento das lesdes precursoras, mais comumente realizado por
meio do exame citopatolégico de Papanicolaou. Contudo, o campo da citopatologia
tem visto avancos na pesquisa de técnicas de coloracdo, marcadores de proliferacdo
celular e andlises morfométricas. Dos métodos de andlise de proliferagéo celular, um
dos mais simples € a coloracdo com prata das regides organizadoras de nucléolo
(NORs), que uma vez coradas, auxiliam na deteccdo do estado da proliferacdo
celular (SHUKLA, 2013). Diversos métodos para a coloracao por nitrato de prata ja
foram estabelecidos, de acordo com o tipo de fixacdo e o tipo de tecido a ser
analisado. Um obstaculo apresentado por essa técnica € a avaliacdo manual, que
acaba tornando o processo muito sujeito a erros humanos, tais como variacdo nas
percepcdes visuais, variacdo no nivel de especializacdo dos observadores e uma
demanda maior de tempo (AMORIM et al., 2020).

O nucléolo é uma estrutura nuclear com fungao principal de sintese proteica,
entretanto, outras funcdes foram identificadas para muitas proteinas nucleolares, tais
como o controle do ciclo celular, respostas ao estresse celular e sintese de
pequenos RNAs e complexos RNA-proteina. Assim como ele influencia na
proliferacdo e crescimento celular, € comum identificar disturbios e alteragcbes em
sua estrutura e funcdo em varias doencas, incluindo cancer (TEITTINEN et al.,
2012).
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1.1 COLO DO UTERO E CANCER CERVICAL

7

O colo do utero é formado por duas partes e é revestido por dois tipos
diferentes de células: a endocérvice, parte mais interna, € coberta por células
colunares glandulares; e a ectocérvice, parte externa, é coberta por células
escamosas. O ponto de encontro entre esses dois epitélios € chamado juncéo
escamocolunar (JEC). A localizacdo da JEC pode variar com a idade da mulher,
estado menstrual e outros fatores, como gravidez e o uso de contraceptivos orais
(SILVA NETO, 2012). Apos a puberdade, a anatomia do colo uterino muda e parte
do endocérvice se exterioriza, empurrando a JEC para fora do éstio uterino. Com
isso, o tecido colunar sofre uma alteracao fisiol6gica chamada metaplasia escamosa,
gue consiste na transformacdo do epitélio colunar em epitélio escamoso, como
forma de protecao. Por fim, essa regido do epitélio que sofreu metaplasia é chamada
de zona de transformacéo (ZT). Ela compreende a zona de metaplasia situada entre
a juncdo escamocolunar original e a juncdo escamocolunar ap6s a metaplasia. Essa
area € bastante vulneravel a diversos agentes agressores e € neste local em que as
células normais desenvolvem as primeiras alteracdes, que podem ou nédo levar a um
cancer (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

O conhecimento da histéria natural do céncer cervical contribuiu para a
qualidade do tratamento das lesdes que sofreram diversas modificagbes em suas
terminologias ao longo do tempo. George N. Papanicolaou, em 1943, foi o primeiro a
estabelecer uma terminologia para classificar células normais e alteracdes cervicais,
gue consistia em classes: |, I, lll, IV e V, sendo a classe | correspondente a
auséncia de células atipicas, e a classe V indicativa de cancer (SA; SILVA, 2019).
Em seguida, em 1953, James W. Reagan introduziu os termos “displasia” (leve,
moderada e acentuada) para classificar as lesGes antes da invasdo, a denominagao
“carcinoma in situ” que refere-se as células cancerosas que ainda encontram-se na
camada da qual se desenvolveram, sem ter se espalhado para outras camadas do
orgao de origem, e o termo “hiperplasia”’, para lesbes menos graves que O
carcinoma in situ, criando uma correlacdo entre lesdes histoldgicas e citoldgicas

(SILVA NETO, 2012). Essa classificacdo também caiu em desuso em 1967, quando
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Richart estabeleceu o conceito de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) para as
lesbGes precursoras, caracterizado por diversos graus de atipias celulares. Dessa
forma, as neoplasias intraepiteliais cervicais foram divididas, histologicamente, em
trés graus: NIC | correspondia a displasia leve, quando acometia o terco inferior do
epitélio escamoso; NIC I, a displasia moderada, quando acometia até dois ter¢os do
epitélio; e NIC Ill, a displasia acentuada, quando ja agredia mais de dois tercos do
epitélio. Nesses casos, dependendo do grau de comprometimento, sucede a perda
das funcbes celulares, havendo impedimento do controle da divisdo e
amadurecimento celular (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012). Richart também
englobou o carcinoma in situ no termo NIC Il (AIDE et al., 2009; CARVALHO;
QUEIROZ, 2010).

Atualmente, as lesdes cervicais precursoras de neoplasias sdo mais
comumente classificadas de acordo com o Sistema de Classificacdo de Bethesda de
1988, que foi revisado em 1991, 2001 e 2014 por varios especialistas em citologia,
com o intuito de padronizar ao maximo a terminologia e o manejo clinico da citologia
cervicovaginal. Esse sistema englobou as alteragcfes celulares associadas ao HPV e
a NIC | como “lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau” (LSIL) e as
associadas as NIC Il e Ill como “lesbes intraepiteliais escamosas de alto grau”
(HSIL). Ademais, foi criado o termo “atipia escamosa de significado indeterminado”
(ASC-US), para os casos em que ha presenca de anormalidades mais acentuadas
gue aquelas atribuidas as alteracdes reativas, mas que sao insuficientes para definir
um diagndstico de lesao intraepitelial ou invasora. Com a revisdo de 2001, as atipias
classificadas como ASC-US foram divididas em duas subcategorias: células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) e células escamosas
atipicas que nao permitem excluir uma lesdo de alto grau (ASC-H), como uma
tentativa de refletir melhor as alteragGes que, apesar de menos definidas, poderiam
representar lesdes precursoras de cancer (AGUIAR et al., 2011; FERNANDES et al.,
2012). O Quadro 1 expde as modificacbes e equivaléncias das terminologias ao

longo do tempo.
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Quadro 1 — Equivaléncias entre as classificacbes de Papanicolaou, Reagan,
Richart e o Sistema de Bethesda.

] ] Sistema de Bethesda
Papanicolaou (1941) Reagan (1953) Richart (1967)
(2014)
Negativo para leséo
Classe | Normal Normal intraepitelial ou
malignidade (NILM)
o o ASC-US
Classe I Atipias Atipias
ASC-H
Displasia leve NIC | LSIL
Classe Il Displasia moderada NIC Il
Displasia acentuada HSIL
NIC Il
Classe IV Carcinoma in situ
Classe V Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasivo

Fonte: Adaptado de SILVA NETO, 2012.

1.2 VIRUS HPV

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus de acido desoxirribonucleico
(DNA) nao-envelopado membro da familia Papillomaviridae com comprovado papel
etiol6gico sobre o cancer de colo do utero. Seu genoma € central, inico, composto

por duas espirais de DNA. Tem 55 nm de didmetro, com simetria icosaédrica (Figura
3) (SILVA NETO, 2012).

Figura 3 — Estrutura do Papilomavirus Humano.

Proteinas do

capsideo Capsideo

[

DNA

Fonte: Adaptado de FOX, 2021.
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O HPV penetra no epitélio ou no colo uterino através de microfissuras ou
pelas células metaplasicas e atinge as células das camadas profundas. Uma vez
gue tenha entrado nas células-alvo, seus genes podem manipular o controle do ciclo
celular do hospedeiro para promover a sua persisténcia e replicacdo (BRENNA,;
SYRJANEN, 2003; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). Mais de 200 tipos distintos
de Papilomavirus tém sido relatados, sendo cerca de 100 deles capazes de
acometer o ser humano e, destes, cerca de 50 tipos foram caracterizados por
acometer a mucosa do aparelho genital (NAKAGAWA; SCHIRMER; BARBIERI,
2010). Os tipos de HPV genitais sdo subdivididos em tipos de baixo risco, que
causam normalmente verrugas genitais, e tipos de alto risco, que sdo mais
frequentemente associados ao cancer cervical invasivo. Cerca de 10 a 15 tipos séo
considerados de alto risco, dentre eles, 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58, sendo que
cada um implica um risco diferente para a paciente, com a maior carga de risco de
carcinoma de células escamosas atribuida aos tipos 16 e 18. Alguns tipos virais de
baixa prevaléncia ainda ndo apresentam consenso quanto a categorizacdo de risco
(Quadro 2) (MUNOZ et al., 2003; SCHIFFMAN et al., 2000).

Quadro 2 — Classificacdo do HPV de acordo com seu potencial oncogénico.

Grau de risco Sorotipos de HPV
Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, e 58

Fonte: Adaptado de MUNOZ et al., 2003

Esse virus tende a escapar da resposta imune do hospedeiro e pode
permanecer latente por tempo indeterminado. Nas células basais, ele pode existir na
forma epissomal (circular), na qual se mantém em pequeno numero, replicando
apenas quando a ceélula também se replica e podendo permanecer no tecido por
dias, ou até por anos, sem causar nenhuma alteragdo tecidual; ou na forma
integrada ao DNA do hospedeiro (fase produtiva) e, neste caso, na presenca de
outros cofatores, pode ser iniciado o processo de oncogénese (CARDIAL et al.,
2019; SOUZA et al., 2015).
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Um estudo desenvolvido por Sancer et al. (2021) com pacientes positivas
para HPV 16 e 18 evidenciou a relagéo causal entre o0 HPV e o céncer de colo do
Utero. O objetivo foi avaliar o papel do HPV na proliferacéo e integridade do DNA de
células epiteliais, sendo possivel concluir que os HPV tipo 16 e 18 aumentaram a
proliferagdo celular significativamente. Em geral, os artigos encontrados
evidenciaram a prevaléncia dos tipos 16 e 18 nas lesdes mais graves e propensas a

progredir.

Além disso, foi observado também que a idade média das pacientes no grupo
HPV negativo foi significativamente maior do que para os grupos HPV positivos, o
gue concorda com relatos anteriores de que a prevaléncia do HPV é maior em
mulheres mais jovens do que em mulheres mais velhas e que ela tende a diminuir
com a idade. Concordando com isto, em Alarcon-Romero et al. (2009) os casos de
infeccdo pelo HPV foram encontrados em mulheres de em média 19 anos para LSIL
e 63 anos para HSIL, enquanto a faixa etaria para carcinoma de células escamosas

foi de 35 a 89 anos.

Apesar de ser um fator necessario para o desenvolvimento da neoplasia,
como a ocorréncia de lesdes em mulheres jovens infectadas pelo HPV era
relativamente baixa, concluiu-se que o virus por si s6 ndo é suficiente para
desencadear o cancer (BOSCH et al., 2002).

Além da infeccao persistente pelo virus, o comportamento sexual tem sido
constantemente identificado como um importante fator de risco para o cancer
cervical, devido a idade precoce na primeira relacdo sexual, 0 aumento do nimero
de parceiros, o0 uso irregular de preservativos e coinfecgcées (HERRERO et al., 1990;
JAR et al., 1996). Para além das condicdes sexuais, outros cofatores também foram
relacionados a génese da neoplasia: aspectos comportamentais, como tabagismo e
uso de hormdnios exdgenos; aspectos individuais, como idade, resposta imune e
predisposicao genética; e fatores relacionados ao virus (tipo, variante e carga viral),
bem como o baixo nivel socioeconémico e a ndo participagdo em programas de
rastreamento (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012). Maciag e Villa (1999)
apontaram a possibilidade de polimorfismos em genes MHC (Complexo Principal de

Histocompatibilidade) de classe | serem responsaveis por uma maior ou menor
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susceptibilidade as infec¢bes por HPVs de alto risco, bem como polimorfismos no
codon 72 da proteina p53, importante controladora do ciclo celular.

1.3 PROGRESSAO DO CANCER DE COLO DO UTERO

Em geral, o desenvolvimento do céncer cervical decorre de forma lenta,
seguindo alguns estagios de evolucéo, por isso, as chances de ser diagnosticado
precocemente sdo maiores. Se detectado no inicio, € um dos tipos de cancer
tratAveis com maior sucesso. Para a maioria das mulheres, as células pré-
cancerosas desaparecem sem qualquer tratamento. Para algumas, contudo, quando
ha demora na deteccdo e tratamento, o cancer pode invadir o Utero e ganglios
linfaticos, fazendo com que as células cancerosas atinjam a circulacdo e migrem
para outras partes mais distantes do corpo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).
O diagnostico realizado em fase avancada € um dos maiores responsaveis pela
manutencdo das taxas de mortalidade elevadas (THULER; MENDONCA, 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude determinou o aumento da atividade
proliferativa e da relacdo nulcleo/citoplasma como alguns dos critérios para a
determinacdo de atipias celulares compativeis com a ocorréncia de alteracbes
malignas (SOARES PINTO et al.,, 2003). As alteracBes celulares do epitélio
escamoso podem ser observadas em esfregacos cervicais. Os critérios morfologicos
classicos na identificacdo da infeccdo por HPV incluem a coilocitose, na qual surge
uma area clara circundando o nucleo discariotico com bordas bem definidas; e a
disceratose, processo de queratinizacéo intracelular (JORDAO et al., 2003). As
células com leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) aparecem com um
nacleo aumentado e com a cromatina irregular, caracteristica da discariose. A
principal distincdo entre lesbes de baixo e alto grau é feita a partir da relacdo
nacleo/citoplasma e a maturacao celular. Como as células com lesdo de alto grau
sdo menos maduras que em baixo grau, hda um aumento na relacdo
ndcleo/citoplasma, devido a um menor tamanho citoplasmatico (NAYAR; WILBUR,
2015).
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A Figura 4 evidencia a mudanca de morfologia das células com a progresséo

das lesdes cervicais.

Figura 4 — Progressao das lesdes cervicais apés infec¢ao pelo virus HPV.
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Fonte: Adaptado de WOODMAN et al., 2007.

1.4 PROLIFERACAO CELULAR

Quando uma célula nasce, até ela se dividir em uma nova, passa por um
periodo de intervalo de intensa atividade metabdlica com maior sintese de proteinas
e crescimento. Esse periodo é denominado ciclo celular (Figura 5), que engloba a
intérfase e a mitose. A mitose € a fase de divisdo celular e é separada da divisdo
seguinte pela intérfase (ALMEIDA et al., 2005).

A intérfase é dividida em trés etapas: G1, S e G2. A célula que ndo esta
replicando apresenta-se na fase GO, em que o DNA apresenta-se mais enovelado,
com baixa atividade nuclear. A fase G1 € responsavel pela preparacdo da célula
para a multiplicacdo. Para isso, ocorre a formagdo de complexos de proteinas e
constituintes celulares essenciais para a fase seguinte. Na fase S, ocorre a sintese e

replicacdo do DNA. Na fase G2 ha duplicacdo de centriolos e outras organelas
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citoplasmaticas e sintese de componentes para a mitose, como a producao do fuso
mitotico. Além disso, é retomada a intensa transcricdo e sintese de moléculas
necessarias para a segregacao dos cromossomos e a propria divisao celular. O ciclo
celular € controlado por genes supressores e estimuladores da proliferacéo celular,
gue podem sofrer mutacdes e tornarem-se carcinogénicos, causando multiplicacao
celular excessiva. Outra forma de alterar esse processo é pela acdo de virus, como
o HPV (RIVOIRE et al., 2001; TAVARES; PERDIGAO, 2001).

Figura 5 — Fases do ciclo celular
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Fonte: SANTOS, 2022

O genoma do HPV é constituido por aproximadamente oito open reading
frames (ORF), ou fases de leitura aberta, possuindo pelo menos seis genes que se
expressam precocemente e dois genes que se expressam tardiamente, sendo
denominados respectivamente de E (Early) e L (Late). A regido L é formada pelos
genes L1 e L2, que codificam as proteinas do capsideo. A regido E é formada pelos
genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, dentre estes, E1 tem relacdo com a replicagéo viral,
E2 com a transcricdo e replicacdo, E4 é expressa nos estagios tardios da infeccéo e
tem relacdo com a maturacao viral, alteracdo da matriz intracelular e liberacdo das

novas particulas virais, enquanto E5, E6 e E7 estdo envolvidos na transformacéo
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celular. Como o gene E5 apresenta altos niveis de expressdo em neoplasias
intraepiteliais cervicais e baixos niveis de expressdo em carcinomas cervicais
invasivos, € possivel que sua funcdo seja mais voltada aos estagios iniciais da
carcinogénese (CAMARA et al., 2003, SOUTO; FALHARI; DA CRUZ, 2005).

O potencial carcinogénico dos HPVs de alto risco decorre das proteinas E6 e
E7, chamadas de oncoproteinas, responsaveis por interferir no controle do ciclo
celular, resultando em proliferacdo celular exacerbada, e indiretamente também da
proteina E2. A oncoproteina E6 acelera os mecanismos de degradagdo da p53,
proteina supressora do crescimento tumoral que atua em resposta a sinais de dano
celular, interferindo nos mecanismos de apoptose e reparo do DNA, além de
degradar outras proteinas envolvidas no controle do crescimento tumoral, induzir a
atividade da telomerase e imortalizacdo celular. J& a oncoproteina E7 age na
proteina supressora tumoral pRb (proteina retinoblastoma), também afetando o
controle do ciclo celular (FETT-CONTE; SALLES, 2002, YIM; PARK, 2005).

A proteina E2 atua diminuindo a expressao das proteinas E6 e E7. ApOs a
integracdo do genoma viral ao DNA do individuo, ocorre ruptura do gene E2 e,
consequentemente, diminuicdo da funcao inibitéria desse gene sobre E6 e E7, que
passam a ser expressos em maior quantidade (CAMARA et al., 2003).

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

No Brasil, desde 1988, o exame -colpocitologico de Papanicolaou é a
estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude para mulheres
entre 25 e 64 anos de idade. E considerado um método de baixo custo, simples e de
facil execucdo. O exame € repetido a cada trés anos apos dois exames normais
consecutivos realizados com um intervalo de um ano (SANTANA et al., 2018). E
realizado com a paciente em posi¢do ginecoldgica e primeiramente é analisada a
regido externa da vagina para observar a presenca de corrimento, verrugas ou
alguma outra anormalidade. Em seguida, é introduzido um espéculo para que seja
possivel a visualizagdo do colo do Utero. A coleta entdo é feita por raspagem com

uma espatula de madeira ou escova endocervical, de modo a colher amostras da
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parte interna (células glandulares) e da zona de transformacédo. Por fim, o material
coletado € colocado em uma lamina e levado para analise em laboratorio (SILVA
NETO, 2012).

A coleta pode ser feita de maneira convencional ou em meio liquido, no qual
as células sao colocadas em liquido fixador e processadas no laboratorio
(BRAGAGNOLO; ELI; HAAS, 2010). Em seguida, é realizada uma avaliacdo de
modo a identificar amostras que devem ser rejeitadas, por estarem
inadequadamente identificadas ou danificadas, impedindo a leitura. Nesse caso, é
necessaria uma nova coleta. Caso estejam adequadas, as amostras podem ser
classificadas como satisfatorias ou insatisfatorias. Amostras satisfatorias apresentam
elementos da JEC, ou seja, células do epitélio escamoso, glandular e eventualmente
metaplasico, sem presenca de sangue ou outros contaminantes externos, contendo
uma quantidade suficiente de células sem intensa sobreposi¢cdo. Da mesma forma,
as amostras insatisfatorias implicam nova coleta (DERCHAIN; LONGATTO FILHO;
SYRJANEN, 2005; SILVA NETO, 2012).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, o diagnostico de cancer cervical
ocorre mais frequentemente em pacientes entre 30 e 39 anos de idade. E mais raro
o desenvolvimento em mulheres com menos de 20 anos ou que fizeram exames
regulares para rastreio antes dos 65 anos (INCA, 2021b). Existe um amplo consenso
com base nos resultados de estudos de caso-controle de que o rastreamento diminui

significativamente a incidéncia e mortalidade (MYERS et al., 2000).

Outros testes de triagem também sao utilizados, como a inspec¢éo visual com
acido acético. Essa técnica permite a visualizacdo da alteracdo do epitélio com
diminuicdo da transparéncia, devido ao acetobranqueamento promovido pelo acido
acético como resultado da coagulacdo reversivel das proteinas nucleares. Esse
branqueamento € diretamente proporcional a gravidade da lesdo devido a acédo
mucolitica e desidratante do &cido acético. Também pode ser aplicado
posteriormente o iodo de lugol, que é absorvido pelo epitélio escamoso maduro rico
em glicogénio, que se torna marrom escuro, enquanto o tecido displasico, que
contém pouco ou nenhum glicogénio, adquire uma coloracdo amarelo-mostarda
(CORDEIRO et al., 2005; MITRA et al., 2016).
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Métodos moleculares também sdo empregados para identificacdo de tipos de
HPV de alto risco, realizados a partir da amplificacdo do DNA do virus, mediada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou por captura hibrida, que detecta os
acidos nucléicos por quimiluminescéncia. Sdo os métodos mais especificos e mais
sensiveis para revelar a presenca de quantidades indetectaveis do material genético
do HPV. Na pratica clinica, esses testes podem ser utilizados como adjuntos a
colpocitologia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021; GASPEROV et al., 2008).
Dependendo do resultado do esfregaco, a paciente € encaminhada para colposcopia
e pode ser necessaria uma bidpsia em casos mais extremos para avaliacado precisa

da lesao.

1.6 REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLO

Além da citologia, uma técnica bastante Uutil na investigacdo de amostras
cervicais é a deteccdo das regides organizadoras de nucléolo (NORs). O nucléolo
compreende uma estrutura esférica no ndcleo das células eucaridticas. Essa
estrutura estqd associada a um cromossomo que € chamado cromossomo
organizador do nucléolo. Nele, destaca-se uma constricdo secundaria que esta
associada a regido organizadora do nucléolo, responsavel por produzir e processar
os RNAs ribossbmicos necessarios para sintetizar todas as proteinas da célula
(MESQUITA, 1981).

As regifes organizadoras de nucléolo nada mais sdo, portanto, que alcas de
DNA contendo genes responsaveis pela transcricdo do RNA ribossémico, de 18S e
28S, situados no nucléolo da célula. Elas contém um conjunto de proteinas
argirofilicas, coradas seletivamente por métodos de prata, podendo entdo ser
identificadas como pontos pretos localizados em toda a area nucleolar e chamadas
de AgNORs (regides organizadoras de nucléolo coradas por prata) (Figura 6) (LIMA
et al., 2005).

Foi observado que os numeros de AgNOR em intérfase estdo intimamente
relacionados a atividade proliferativa celular, visto que é a regido do ndcleo onde os

RNAs ribossomais sao sintetizados, processados e montados com proteinas
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ribossomais. A atividade proliferativa € aumentada quando hd uma maior gravidade
das lesBes patologicas, resultando em aumento na replicacdo de DNA e sintese de
RNA (SRIVASTAVA et al.,, 2019). Por isso, a pesquisa por esses marcadores
biologicos expressou importancia prognostica desde que foi demonstrado que as
células malignas frequentemente apresentam numeros de AgNOR mais elevados
em comparacao com células benignas ou normais correspondentes (PICH; CHIUSA,;
MARGARIA, 2000; TRERE, 1993). O método tem sido amplamente utilizado tanto

no estudo citolégico quanto histopatoldgico de varios érgaos.

Figura 6 — Regifes organizadoras de nucléolo coradas por prata (AgNORS)*.

Fonte: Imagem fotografada pela autora.

*Aumento de 1000x em objetiva de imersdo. Pontos corados por AQNOR séo facilmente
identificaveis no nucleo das células (pontos marrons).

As vantagens da técnica de AgNOR em relacdo a outros métodos de
avaliacdo de proliferacdo celular sdo a simplicidade e economia, jA que pode ser
aplicada a um material rotineiramente processado, 0s reagentes sao facilmente
encontrados e com custo reduzido (DERENZINI, 2000). A citologia esfoliativa
convencional, se complementada com essa técnica, poderia prever com
antecedéncia e sensibilidade uma futura neoplasia, evitando procedimentos
diagnésticos invasivos a paciente. A maior desvantagem, entretanto, embora
apresente resultados com baixa probabilidade de erro, é a avaliagdo manual com
risco de variagbes causadas pelas condi¢coes de observagao e a grande propensao
a erros humanos (FONTES, 2005).
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Além da aplicacdo em atipias cervicais, a técnica vem sendo amplamente
utilizada na pesquisa de outros tipos de tumores. Oshima e Forones (2001)
compararam a proliferacdo celular através das contagens das AgNORs nos tecidos
de cancer gastrico e da mucosa normal adjacente e observaram uma meédia de
contagens significativamente maior nos ndcleos das células neoplasicas do que nos

ndcleos das células da mucosa géstrica normal.

1.7 JUSTIFICATIVA

Mesmo sendo uma neoplasia capaz de ser rastreada de forma precoce através
da deteccdo de alteracdes pré-cancerosas e apresentar um prognoéstico favoravel,
com grandes chances de cura, o cancer de colo do Utero ainda € um grande
problema de salde publica em todo o mundo. Tipicamente, a infeccao por HPV é um
fenbmeno transitério e assintomético, ndo sendo mais detectada apos 36 meses. No
entanto, uma fracdo de mulheres, provavelmente por falha de mecanismos
imunologicos, apresenta persisténcia da infec¢cdo, que pode provocar alteracdes
atipicas no epitélio cervical e evoluir para transformacdo maligna, gerando os
valores elevados de incidéncia exibidos anteriormente (HO et al., 1998; ROTELI-
MARTINS et al., 2007).

Devido a importante funcdo de producdo dos RNAs ribossémicos, foi observado
gue o numero de AgNORs em intérfase esta estritamente relacionado a atividade
transcricional do RNAr e, em células em proliferacdo continua, a rapidez da
proliferacdo celular. Esse tem se mostrado um parametro confidvel para definir o
desfecho clinico da doenca oncoldgica, sendo um fator prognéstico independente
em muitos tipos de tumores. AgNORs sdo marcadores proliferativos, ou seja,
guando h& maior atividade proliferativa, ha maior nimero de pontos AgNOR, e maior
é seu tamanho. Sendo assim, os dados sobre o numero e distribuicdo de AQNORs
no ndcleo mostram-se Uteis para a deteccdo de tumores e avaliacdo de sua
progressdo (MESQUITA, 1981; SRIVASTAVA et al.,, 2019). O método tem sido
amplamente utilizado tanto no estudo citolégico quanto histopatolégico de varios

orgaos.
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Considerando a lenta progressédo do cancer de colo do Utero, que pode levar um
periodo de em média 12 a 15 anos desde a infeccdo pelo HPV até o
desenvolvimento da neoplasia em si, a identificacdo de potenciais marcadores de
proliferacdo celular e de progressdo das lesdes pode ser de grande auxilio no
acompanhamento das pacientes infectadas por HPV, facilitando o diagnostico da
doenca e a escolha de tratamento imediato ou aguardo da resolugcdo espontanea
(FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012).

Nesse contexto, o0s artigos selecionados buscam abordar as regides
organizadoras de nucléolo coradas por prata (AgNOR) e verificar a aplicacdo da
expressdo das mesmas em amostras citolégicas de lesdes cervicais para a
avaliacdo do risco de evolugéo das lesdes do colo do Utero e verificar as vantagens
e desvantagens da técnica com relacdo aos métodos convencionais. Além disso,
expor a importancia da prevencao e realizacdo precoce de exames de rastreamento

na populacao feminina.

1.8 OBJETIVOS

Nas sec¢des abaixo estdo descritos o0 objetivo geral e os objetivos especificos

deste trabalho.

1.8.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é apresentar uma revisdo de literatura com as
principais informacdes acerca da aplicacdo da expressao das regides organizadoras

de nucléolo coradas por prata (AgNOR) em amostras citologicas de lesGes cervicais.
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Objetivos especificos

Descrever, de acordo com a literatura, os conceitos envolvendo o cancer de
colo do utero, a técnica de AQNOR e sua aplicacdo em amostras citoldgicas
de lesdes cervicais;

Verificar a expressdo das AgNORs e caracterizar o desempenho desse
marcador quando utilizado em amostras de lesGes cervicais;

Investigar a relacdo das AgNORs com a taxa de proliferacdo celular e
malignidade;

Expor a importancia da prevencdo e realizacdo precoce de exames de

rastreamento na populacéo feminina.
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2METODOLOGIA

O presente trabalho consiste em uma revisdo narrativa de literatura. Trata-se
de uma analise ampla, na qual a selecdo dos artigos é feita de forma arbitraria, sem
seguir uma sistematica rigorosa, com o intuito de adquirir e atualizar o conhecimento
sobre a temética especifica (CORDEIRO et al., 2007).

Foram selecionados artigos publicados em periddicos indexados nas bases
de dados SciELO (sigla em inglés para Biblioteca Eletrénica Cientifica Online),
LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e
MEDLINE (sigla em inglés para Sistema Online de Busca e Andlise de Literatura
Médica), desde que contivessem informacgdes relevantes acerca de qualquer tépico
abordado na revisdo. A pesquisa também foi baseada nos dados encontrados nos
sites do Ministério da Saude, INCA e American Cancer Society. As referéncias dos
artigos escolhidos também foram verificadas para reunir outros estudos que

pudessem ter sido omitidos na busca eletronica.

Apesar do grande uso da técnica de coloracdo com prata em diversas regifes
do corpo, o foco deste trabalho consistiu na utilizacdo em amostras de lesdes
cervicais. Portanto, foi realizada uma busca mais especifica nas bases de dados

citadas anteriormente a partir dos descritores: “Cervical cancer”, “Cervix

Nucleolar
organizer region”, “AgNOR staining” e “Cell proliferation”, em inglés e portugués.

Foram feitas combinacdes para pesquisa em todas elas.

Por fim, de modo a expor os temas retratados, foram incluidos neste trabalho
artigos em inglés que reuniram informacgdes acerca de conceitos relacionados ao
cancer de colo do utero, HPV, a técnica de AQNOR e/ou que investigaram pacientes
com amostras citolégicas ou histologicas positivas para atipias, lesdes ou neoplasias
cervicais. Nesse caso, foi estabelecido um periodo de trés décadas para a
publicacdo dos artigos, devido a um numero mais baixo de trabalhos recentes
publicados. Para o refinamento adequado da pesquisa, o foco da revisdo consistiu
na relacdo da expressdo das AgNORs com a evolucdo das lesdes cervicais e a
importancia da prevencao e do diagndstico precoce de lesbes precursoras do cancer
de colo do utero, bem como os fatores influentes para o desenvolvimento dessa

neoplasia. Foram excluidos artigos que apresentavam duplicidade, ou seja,
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publicagbes encontradas em mais de uma das bases de dados, além dos que por
algum motivo ndo puderam ser acessados, artigos sem texto completo ou que

abordaram relatos de caso.
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3RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés leitura dos titulos e resumos dos artigos, foram selecionadas 18
publicacdes, datando de 1992 a 2021. Todos eles foram realizados com amostras de

biopsias (10) ou esfregacos cervicais (7), sendo que um deles utilizou ambos.

Foi observada uma predominéncia de estudos indianos (10) e nenhum
brasileiro. Trés dos artigos sdo da Argentina, dois do México, um da Turquia, um da

China e um do Japéo. O numero de pacientes variou entre 18 e 135 mulheres.

Dos estudos encontrados, 13 dos 18 utlizaram o método manual de
contagem a partir da leitura de 100 células no microscopio, enquanto 5 realizaram a
medicdo da area dos pontos corados por citometria de imagem através de softwares
como Image J ou Image Pro-Plus.

N&o houve homogeneidade na definicdo dos graus de lesdo analisados,
alguns autores fizeram comparacfes levando em conta todos os estagios de

proliferacdo, e outros compararam apenas entre estagios dos tumores.

Apresenta-se no Quadro 3 a caracterizacdo das publicacdes selecionadas
quanto ao local de estudo, autores, titulo do artigo, material coletado e método de
deteccdo, quantidade de pacientes e resumo dos resultados.
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(Continua)
Material
coletado/ NUmero
Local do . . i
Referéncia Titulo método de de Resultados
estudo . i
deteccédo do pacientes
AgNOR
Comparison of DNA damage and proliferative ] 5 o )
o . Esfregacos Os testes AQNOR e micronucleo foram Uteis para avaliar a
) SANCER et al.,, | capacities in smear samples of HPV positive and o .
Turquia ) ) ) ) cervicais/ 135 proliferacao celular e danos no DNA. AGNOR para o grupo HPV
2021 negative patients by micronucleus counting and S ) )
o Manual 16/18 foi significativamente maior do que para o0 grupo negativo
AgNOR staining
AgNOR pleomorphic count as a tumor marker in )
] ) ] o ) Baixas contagens de AQNOR em 92 casos LSIL e altas contagens
cervical carcinogenesis and feasibility of its Esfregacos ) o .
o SRIVASTAVA et ) o ) ) o em 23 casos. O seguimento revelou persisténcia da lesdo em 21
India introduction in cervical cancer screening cervicais/ 115
al., 2019 S S dos casos com contagens altas e em 4 dos casos com contagens
programs to discriminate high-risk cases of Manual bai
aixas
squamous intraepithelial lesions of the cervix
GARCIA- Digital image analysis of AQNORs in cervical Esfregagos 3 §
. ) ) o Observou-se aumento da area total/ndcleo de AQNORs com
México VIELMA et al., smears of women with premalignant and cervicais/ 37 i .
] ) ] ) ] aumento do desenvolvimento neoplasico
2016 malignant lesions of the uterine cervix Automatizado
GUERRA et al Argentophilic nucleolus organizer region as a Bidpsias AgNOR pode ser um melhor marcador de proliferacao de NIC |, um
etal,
Argentina 2014 proliferation marker in cervical intraepithelial cervicais/ 75 valor maior que 3,0 ym? indica a persisténcia ou progressao da
neoplasia grade 1 of the uterine cervix Automatizado lesédo
) o . Esfregacos O pleomorfismo AgNOR aumenta com a gravidade das lesdes
. SRIVASTAVA et | Diagnostic importance of AgNOR pleomorphism o . . i ) . )
India ] ) ) ) cervicais/ 50 citopatoldgicas do colo do utero. A diferenga foi mais pronunciada
al., 2013 in cervical carcinogenesis ¥ |
anual

com pontos pleomérficos do que com pontos Unicos
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Quadro 3 — Caracterizagdo das publicacoes.

(Continuacéo)

Material
coletado/ Namero
Local do o ’ i
Referéncia Titulo método de de Resultados
estudo . )
deteccédo do pacientes
AgNOR
A study on the nucleolar organizer regions Esfregagos Houve um aumento progressivo nas contagens de AGNOR com a
india SHUKLA et al., 2013 as a tumour proliferative marker in cervical cervicais/ 50 gravidade das lesBes. Cada lesdo teve um valor AQNOR significativo
smears Manual gue ajudou a diferencia-la de sua leséo precursora
) o Biopsias e
AgNOR, p16 and human papillomavirus in )
) ) o ) esfregacos Areas de AgNOR > 3,3 um2 e expressao de p16INK4a demonstraram
Argentina | HIDALGO et al., 2012 low-grade squamous intra-epithelial lesions o 28 o . . o
) . o cervicais/ persisténcia ou piora das les6es cervicais
of the uterine cervix. Preliminary report )
Automatizado
BiboS O escore médio do AgNOR foi de 1,21 + 0,51 na cervicite cronica, 2,44 +
. . . lopsias . . . .
o GOYAL; MOH]; AgNOR count and its correlation with o 0,56 na displasia leve, 3,48 + 0,35 na displasia moderada e 4,58 + 0,43
India ] o ) cervicais/ 100 ) ] o .
SINGH, 2012 colposcopy in suspicious cervix M | e 5,91 + 0,51 no carcinoma espinocelular. O coeficiente de correlagcdo
anual
entre a colposcopia e a contagem de AgNOR foi altamente significativo
23 pacientes com amostras com area média de AgNOR de 1,32 ym?
AgNOR technique could be useful for ) i § o o
) o ) Esfregacos tornaram-se normais apos 18 meses. A area nao foi estatisticamente
) PALAORO; ROCHER, differential diagnosis of squamous o ) i . o .
Argentina ] ) cervicais/ 27 diferente das de células metaplasicas normais intermediarias ou LSIL. 4
2009 carcinomatous cells and atypical cells related ) - 3 o
) o ) Automatizado amostras ASC-US com atipia viral e areas médias de 7,70 um? foram
to human papillomavirus in cervical smears
diagnosticadas posteriormente como carcinomas
3 AgNOR polymorphism association with Biopsias As AgNORs apresentaram uma diminui¢&o significativa na forma
. ALARCON-ROMERO _ o _ o o o _ o
México t al.. 2009 squamous intraepithelial lesions and invasive cervicais/ 60 esférica de acordo com o desenvolvimento neoplésico. As trés formas
etal,
carcinoma with HPV infection Manual atipicas apresentaram aumento significativo de SIL e SCC
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(Continuacéo)

Material coletado/

i Namero
Local do . ) método de
Referéncia Titulo de Resultados
estudo deteccéo do )
pacientes
AgNOR
Nos esfregagos normais e inflamatorios, o numero de pontos
indi MISRA et al., AgNOR counts in cervical smears under Esfregagos 50 AgNOR variou de 1-2, na displasia leve de 2-4, na displasia
ndia
2005 normal and other cytopathologic conditions cervicais/ Manual moderada de 4-6, na displasia grave de 6-8 e nos carcinomas
cervicais de 8-10 pontos
As contagens/nucleos de AQNOR na camada parabasal e
PAHUJA; Proliferative activity in squamous intraepithelial L o basal apresentaram aumento progressivo em seu valor médio
. ) ) ) ] ) Biopsias cervicais/ . )
India CHOUDHURY; and invasive lesions of cervix: analysis by y | 50 com o aumento do grau de lesdo. Entre as neoplasias
anual
GUPTA, 2003 AgNOR staining invasivas, a maior média de AgNORs/nucleo foi observada no
carcinoma espinocelular pouco diferenciado do colo do Gtero
O maior nimero médio de AQNORs foi encontrado no
PAHUJA; Proliferation in squamous cell carcinoma of o o carcinoma espinocelular pouco diferenciado e foi observada
o ] ) Bidpsias cervicais/ ) o o
India CHOUDHURY; cervix: a comparative assessment by two M | 18 diferenga estatisticamente significativa entre CEC bem e mal
anual
GUPTA, 2003 markers diferenciado e entre CEC moderadamente e pouco
diferenciado
A contagem média de AgNOR foi maior (3,66) no carcinoma
) ) ) . o espinocelular queratinizante (pior prognostico) em
. KASHYAP et al., | Nucleolar organizer regions and morphologic Biopsias cervicais/ . ) . o
India 58 comparacédo a 3,04 no carcinoma ndo queratinizante de

1998

subtypes of squamous cell carcinoma of cervix

Manual

grandes células e 3,45 nos 2 casos de carcinoma de

pequenas células do colo uterino
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(Concluséo)

Material i
5 Namero
Local do . ) coletado/ método
Referéncia Titulo . de Resultados
estudo de deteccédo do )
pacientes
AgNOR
] S o o N&o houve correlagéo entre o estégio clinico do tumor e
) CHUNG et al., Ki67 and AgNORs staining in squamous cell Bidpsias cervicais/ 3 i
China ) ) ) 29 os métodos de coloragdo, mas ambos os métodos
1994 carcinoma of the cervix: A comparison Manual ) o
correlacionaram-se com o grau histolégico
The proliferative activity in dysplasia and
carcinoma in situ of the uterine cervix analyzed L o As contagens obtidas nos casos de displasia leve,
KOBAYASHI et ) ) ) Biopsias cervicais/ ) o )
Japao by proliferating cell nuclear antigen 30 moderada, severa e carcinoma in situ, respectivamente,
al., 1994 ) o ) o - Manual i
immunostaining and silver-binding argyrophilic foram de 1.7, 1.9, 2.0 e 1.9 por nucleo
nucleolar organizer region staining
Variag8es significativas nas contagens de AGNOR foram
Argyrophilic nucleolar organizer regions o o observadas entre os trés grupos com carcinoma invasivo
o LAHSHMI et al., o ) Biopsias cervicais/ . .
India 1993 (AgNORSs) in inflammatory pre-malignant and M | 46 mostrando contagens maximas. Uma correlagédo
anual
malignant lesions of the uterine cervix altamente significativa foi observada entre as contagens
de AgNOR e a progressao do tumor
Prognostic factors in invasive cervical A proporcao de AgNORs grandes/pequenos mostrou-se
indi TOSI et al., carcinomas associated with human Biopsias cervicais/ e um preditor prognoéstico independente significativo (p =
ndia
1992 papillomavirus (HPV). Quantitative data and Semiautomatizado 0,0104), assim como o nimero total de AgQNORs,

cytokeratin expression

perdendo apenas para a densidade de células linfoides

Fonte: Elaborado pela autora.
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A técnica de AgNOR vem sendo investigada por ser facil, barata e mais
rapida para avaliacdo do desenvolvimento neoplésico. A contagem dos pontos de
AgNOR, assim como a estimativa de outros parametros (como tamanho e
distribuicdo), tem sido aplicada na patologia tumoral para fins diagnosticos e
prognésticos (FILIPPIN et al., 2006). Por meio da microscopia de luz é possivel
observar os fragmentos de cromossomos corados por prata no nucléolo como
pontos pequenos e escuros, distribuidos de diferentes formas nas células,

dependendo do estagio em que se encontra o ciclo celular.

Um obstaculo apresentado por essa técnica de coloracdo é a avaliacao
manual, que acaba tornando o processo muito sujeito a erros humanos, tais como
variagdo nas percepgdes visuais, variacdo no nivel de especializacdo dos
observadores e uma demanda maior de tempo (AMORIM et al., 2020). Por isso,
além da leitura por microscopia, vem sendo muito utilizada a analise digital de
laminas de bidpsia ou esfregacos através de softwares, de modo a estimar a area

dos pontos corados.

O primeiro método proposto para analise quantitativa de AgNORs foi a
contagem de cada estrutura corada por célula no microscopio. Os AQNORs podem
apresentar-se como pontos Unicos ou agrupados. De acordo com Crocker et al.
(1989), pontos agrupados que nao podem ser distinguidos devem ser considerados
como “clusters” e enumerados como um unico. No entanto, quando ha muita
aglomeracao de pontos AgNOR ou sobreposi¢cdo, o método de contagem torna-se
subjetivo e pouco reprodutivel. Células de proliferacédo rapida costumam apresentar-
se bastante sobrepostas, tornando-se um desafio para o método. Além disso, a
enumeragdo de AgNOR néo leva em consideragdo a dimensdo de cada ponto
corado com prata, que, principalmente em células cancerosas, pode ser muito
variavel (TRERE, 2000).

Em contraste, outro método quantitativo € a analise morfométrica, na qual é
realizada a medicdo da area dos pontos corados por prata por meio de andlise de
imagem assistida por computador. E uma forma mais objetiva e mais precisa de
avaliacdo, contudo, necessita de uma instrumentacdo adequada e profissionais
minimamente adaptados a softwares e estatisticas (ANDREA; BLEGGI-TORRES;
ALVES, 2008).
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Hidalgo et al. (2012) realizaram um estudo preliminar com 28 pacientes
diagnosticadas com LSIL, HSIL e epitélio ndo displasico com o intuito de avaliar a
expressdo de AgNOR e da proteina p1l6INK4a e a correlacéo entre eles. A proteina
pl6INK4a constitui um dos marcadores mais estudados para a progressao das NIC.
Jéa foi demonstrado que o aumento da expressao dessa proteina em lesdes de alto
grau, como NIC 2 e NIC 3, enquanto nao foi detectada em casos de NIC 1 e
alteracdes benignas. Quanto a expressao de AgNOR, foi realizada a analise das
areas através de citometria de imagem. O grupo de alto risco demonstrou um
namero de pacientes com areas AQNOR maiores que 3,3 um? e com expressao de
pl6INK4a estatisticamente maior que o numero de pacientes de baixo risco,
enguanto nenhuma das bidpsias de baixo risco expressaram pl6 e areas de AQNOR

maiores que 3,3 um? simultaneamente.

Guerra et al. (2014) também pesquisaram 0s mesmos marcadores e puderam
acompanhar a evolucdo de algumas pacientes. Foram selecionadas 75 biépsias de
NIC I, que foram refeitas cerca de seis meses depois. Destas, 20 sofreram regressao
espontanea, 38 permaneceram com NIC I, 10 evoluiram para NIC Il e 7 para NIC IlI.
Com relacdo a proteina p16INK4a, todas as amostras que evoluiram apresentaram-
se positivas, sendo mais expressas nas lesfes de alto grau, contudo 12 das 20 que
regrediram também positivaram. Em contrapartida, as areas expressas por AQNOR
tiveram valores de 2,45 ym? nas pacientes que regrediram e 3,93 um? nas pacientes
qgue persistiram ou progrediram. Portanto, a técnica de AQNOR demonstrou-se um
melhor marcador, indicando valores maiores de 3 pm? como indicativos de

persisténcia ou progressao da lesao.

A maior parte dos estudos teve como objetivo correlacionar apenas a
quantidade de pontos por célula com os estagios de progressao maligna, como
demonstrado por Srivastava et al. (2013), que acompanharam 115 pacientes
positivas para LSIL, sendo que 92 apresentaram contagens baixas de AgNOR e 23
contagens elevadas. Desses 115, 107 casos tiveram seguimento e em 21 dos 23
com contagens altas a lesdo persistiu, enquanto apenas 4 de 84 casos com
contagens baixas apresentou persisténcia. Também em um estudo realizado por
Misra et al. (2005) os autores objetivaram investigar o valor diagnodstico das
contagens de AgNOR em esfregagos cervicais e discriminar os graus de lesao

intraepitelial escamosa. Os resultados demonstraram aumento progressivo na
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contagem de AgNOR com o aumento da gravidade das lesdes, principalmente na
diferenciacao entre lesdes de baixo e alto grau.

Outro estudo que evidenciou a contagem dos pontos corados por prata foi
realizado por Goyal, Mohi e Singh (2012), em que foi observado um escore médio de
AgNOR de 1,21 + 0,51 na cervicite cronica, 2,44 + 0,56 na displasia leve, 3,48 = 0,35
na displasia moderada e 4,58 + 0,43 e 5,91 * 0,51 no carcinoma de células
escamosas, mostrando diferengas na contagem entre NIC | e NIC I, NIC Il e NIC 1lI
e entre NIC Il e NIC | estatisticamente significativas. Esse tipo de correlacdo
também foi evidenciado por Shukla et al. (2013), Pahuja; Choudhury; Gupta (2003),
Kashyap et al. (1998) e Lahshmi et al. (1993).

Contudo, com o tempo foi observada também uma variedade de formatos dos
pontos corados. Garcia-Vielma et al. (2016) evidenciaram a relacdo entre o0s
polimorfismos apresentados pelas regides coradas por prata e a taxa de atividade
transcricional. Formas tipicas, com depdésito mais esférico, estariam relacionadas a
uma atividade normal, enquanto formas atipicas, mais longas ou agrupadas,
sugerem uma atividade transcricional aumentada. Foi realizada andlise de
esfregacos de pacientes negativas para lesdes cervicais e positivas para LSIL, HSIL
e cancer cervical, levando em conta as diferencas de formato dos AgNORs. Foi
observado um aumento significativo na area dos AQNORs das pacientes com HSIL e
cancer em comparagdo com as que apresentaram LSIL ou nenhuma lesdo. Com
relacdo ao polimorfismo, AGNORs em formato de rim ou cluster (agrupamento)

apresentaram areas maiores que os de formato longo ou esférico.

Srivastava et al. (2013) também verificaram a relacdo de pleomorfismos com
a gravidade das lesdes. Obtiveram como resultados: amostras de epitélio normal
variaram de 1 a 2 pontos de AgNOR e em 41,8% dos casos 0S pontos eram
pleomdrficos. Nos esfregacos inflamatérios, o nUmero de pontos variou de 2 a 3, e a
porcentagem de casos com pontos pleomorficos foi 45,3%. Na LSIL, o total de
pontos corados foi de 3 a 4, e a porcentagem de casos com pontos pleomorficos foi
de 48,3%. No caso de HSIL, os pontos AgNOR variaram de 5 a 7, e a porcentagem
de casos pleomorficos foi de 56,7%. Ja nos casos de carcinoma, os pontos AgNOR
totais foram de 8 a 10 e em 62,9% dos casos 0s pontos eram pleomaorficos.
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Alarcon-Romero et al. (2009) também tiveram como objetivo avaliar as
relacdes entre os diferentes formatos de AQNORSs e lesdes intraepiteliais escamosas
(SIL) e carcinoma espinocelular (CEC) com a infec¢cédo pelo HPV. Foram estudadas
60 mulheres, 15 das quais apresentavam LSIL, 15 HSIL, 15 CEC e 15 foram
utilizados como grupo controle com citologia normal. Foi observado que a infec¢ao
pelo HPV estava presente em todos 0s casos de lesdo e carcinoma e nenhum foi
encontrado no grupo controle. O polimorfismo das AgNORs foi pontuado e
classificado de acordo com sua forma tipica ou atipica, sendo a forma tipica
considerada com estrutura esférica e as formas atipicas podendo ser grandes, em
forma de rim ou agrupadas. Como resultado, tiveram a forma esférica como a mais
frequente para citologia normal, grupos LSIL e HSIL, e a forma grande como a
menos frequente para todos eles. Nas amostras de citologia normal néo foi
encontrada nenhuma forma atipica, enquanto houve um aumento mediano para as
formas grandes de 2 a 11, em formato de rim de 20 a 36 e agrupadas de 3 a 25
estruturas de LSIL a CEC, revelando um aumento progressivo de todas as formas

atipicas conforme a lesdo progride.

Dos trabalhos selecionados, apenas dois ndao demonstraram relevancia
significativa da técnica de coloracdo de AgNOR. O artigo publicado por Chung et al.
(1994) utilizou 29 amostras de carcinoma de células escamosas com 0 objetivo de
correlacionar a contagem das regides organizadoras de nucléolo e o estagio clinico
do tumor. Como resultado, foi observada correlacdo entre o grau histolégico e as
contagens de AgNORs. No entanto, as maiores contagens foram associadas aos
tumores moderadamente diferenciados (grau 2), e ndo ao grau 3, sendo preferidas

outras técnicas de imunocoloracao.

Em Kobayashi et al. (1994), houve diferenca significativa na contagem de
AgNORs em toda a camada mucosa contendo células normais e displasicas que
estavam entre grau leve e moderado. No entanto, n&do houve diferencas
significativas entre os casos controle e displasias leves, moderadas e graves, e entre
displasias graves e carcinoma in situ. As contagens obtidas nos casos de displasia
leve, moderada, severa e carcinoma in situ foram 1,7, 1,9, 2,0 e 1,9 por ndcleo,
respectivamente. Portanto, concluiram que a coloracdo AgNOR néo parecia fornecer

mais informagdes sobre bidpsias cervicais do que as altera¢cdes morfoldgicas.
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Dos estudos encontrados, 13 utilizaram o método manual de contagem a
partir da leitura de 100 células no microscépio, enquanto 5 realizaram a medicdo da
area dos pontos corados por citometria de imagem através de softwares como
Image J ou Image Pro-Plus. Todos os estudos foram realizados em amostras de
biopsias (10) ou esfregacos cervicais (7), sendo a maioria dos estudos provenientes
da india. Com base nos artigos pesquisados, a técnica de AQNOR demonstrou ser
um marcador de proliferacéo simples, barato e confiavel em lesdes do colo do Utero

em comparagéo com outros marcadores.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Com o avanco da tecnologia, o advento de novas técnicas moleculares e todo o
conhecimento acumulado, principalmente nas Uultimas duas décadas, sobre a
biologia, a carcinogénese e a imunogénese do Papilomavirus Humano, tornou-se
possivel estabelecer a correlacéo entre este microrganismo e o desenvolvimento do
cancer de colo do utero, aléem do aprimoramento de métodos de diagndstico e
prevengao que se tornam cada vez mais precisos e eficazes, com o objetivo de

diminuir os nimeros ainda tao altos de casos.

Destaca-se, contudo, o desafio de se realizar uma cobertura regular dos exames
em paises sem programas organizados e 0s custos consideraveis de infraestrutura,
forca de trabalho e equipamentos necesséarios para o estabelecimento de um
programa de rastreamento de base populacional com o intervalo de rastreamento
ideal, o que acaba sendo uma grande barreira para a implementacdo em paises de
baixa e média renda. No Brasil, por exemplo, € muito comum que algumas mulheres
realizem testes de rastreamento além do necessario, enquanto outras nunca 0s

fizeram.

O exame citopatoldgico é o método mais difundido para investigacdo de lesdes
precursoras, todavia, a possibilidade de erros na coleta, preparacao das laminas e a
subjetividade na leitura das mesmas acabam comprometendo sua sensibilidade e
especificidade. Assim sendo, torna-se (til a incorporagdo de exames
complementares que realizem uma avaliacdo rapida da morfologia e cinética das
células potencialmente lesadas, evitando procedimentos invasivos e incémodos as

pacientes.

Com base nos artigos pesquisados, a técnica de AQNOR demonstrou ser um
marcador de proliferacdo simples, barato e confiavel em lesdes do colo do utero em
comparacdo com outros marcadores. Elevacdo no numero, tamanho ou
pleomorfismos dos pontos de AgNORs sugerem aumento do grau da lesdo. Assim,
0os pontos corados podem desempenhar um papel crucial na discriminacdo de
diferentes graus de lesao intraepitelial escamosa e podem ser muito Uteis para
estabelecer o prognéstico da doenca, definindo a melhor conduta de acordo com a

provavel regressao, persisténcia ou progressao das lesoes.
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