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ABSTRACT

Cervical cancer remains a significant global public health challenge, with alarming incidence rates in
developing countries due to poor socioeconomic conditions, limited access to healthcare services, low
vaccination coverage, and insufficient education. This study aimed to evaluate the expression of RECK and
TIMP-2 proteins, as well as matrix metalloproteinases (MMPs) 2 and 9 in cervical lesions, using
immunohistochemistry techniques on cervical biopsy samples. A total of 146 histopathological samples
were analyzed, classified into different grades of cervical lesions: CIN-I, CIN-II, and CIN-11I. Statistical
analysis, conducted using Jamovi software, included Shapiro-Wilk tests, Spearman correlation, and logistic
regression to assess the probability of immunostaining in the development of cervical lesions. The
expression of MMPs-2 and -9 was positively correlated with the progression of cervical lesions, while the
inhibitors TIMP-2 and RECK showed downregulation, suggesting a crucial role in the inhibition of cervical
carcinogenesis.

Keywords: Uterine cervical neoplasms; Matrix metalloproteinases; Biomarkers;
Immunohistochemistry; Public Health

RESUMO

O céancer cervical permanece um desafio significativo de salde publica global, com uma incidéncia
alarmante em paises em desenvolvimento devido a condi¢Oes socioecondmicas precarias, acesso limitado
aos servicos de salde, baixa cobertura vacinal e educacdo insuficiente. Este estudo teve como objetivo
avaliar a expressédo das proteinas RECK e TIMP-2, bem como das metaloproteinases de matriz (MMPs) 2
e 9 em lesBes cervicais, utilizando técnicas de imuno-histoquimica em amostras de bidpsias cérvico-
uterinas. Foram analisadas 146 amostras histopatoldgicas, classificadas em diferentes graus de lesdo
cervical: NIC-I, NIC-1l e NIC-111. A anélise estatistica, realizada com o software Jamovi, incluiu testes de
Shapiro-Wilk, correlacdo de Spearman e regressao logistica para avaliar a probabilidade de imunomarcacéo
no desenvolvimento das lesdes cervicais. A expressdo das MMPs-2 e -9 foi positivamente correlacionada
com a progressdo das lesBGes cervicais, enquanto os inibidores TIMP-2 e RECK apresentaram uma
regulacdo negativa, sugerindo um papel crucial na inibicdo da carcinogénese cervical.

Palavras-chave: Céancer do colo do Utero; Metaloproteinase de matriz; Biomarcadores; Imuno-
histoquimica; Salde Publica
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INTRODUCAO

O céncer cervical ainda é um importante problema de salude publica em todo o
mundo. Em 2022, foram registrados 661.021 casos, com 348.189 obitos, ocupando a
oitava posicdo em numero de casos e a nona em numero de mortes. Nos paises em
desenvolvimento 0s nlmeros sd0 mais expressivos, pois precarias condigdes
socioecondmicas, dificuldades no acesso a salde, baixa cobertura vacinal e uma educagéao
deficiente, tém contribuido para um panorama desfavoravel, com uma taxa de
mortalidade de 19,3 por 100.000 habitantes, frente a 12,1 em paises desenvolvidos
(GLOBOCAN, 2024). A idade da primeira relacdo sexual também tem sido associada ao
desenvolvimento do céncer cervical, com risco maior atrelado a uma iniciagdo sexual
precoce (Mekonnen; Mittiku, 2023).

A infeccdo e persisténcia do Papilomavirus Humano (HPV) € o fator determinante
para o desenvolvimento do cancer cervical, relacionado a mais de 99% dos casos. As
oncoproteinas E5, E6 e E7, expressas pelos HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 82), sdo o0s principais agentes da carcinogénese e do
desenvolvimento do cancer cervical. Elas atuam em muitas vias fisiologicas celulares e
em proteinas que controlam funcgdes vitais para a células, como as do ciclo celular, da
resposta imune, expressdo génica, diferenciacdo, reparo de DNA e apoptose (Doorbar,
2006; Ibeanu, 2011; Zur Hausen, 2002).

A oncoproteina E6 possui um papel bem estabelecido na oncogénese cervical.
Observou-se que seus niveis sofrem alteracdo a medida que a progressdo displasica
avanca, com isso, evidenciando seu possivel papel como biomarcador para avaliagdo
prognostica. Esta oncoproteina € capaz de induzir a degradacdo da p53 e regular
positivamente o VEGF, Bcl-2 e NF-xB, dando suporte, assim, a sobrevivéncia,
proliferacdo, angiogénese e invasdo celular (De Almeida et al., 2022). Enquanto isso, a
oncoproteina E7 atua fosforilando a proteina do retinoblastoma (pRb) e liberando o fator
de transcricdo E2F, com progressdo anormal do ciclo celular. Esse processo gera um
feedback negativo, com consequente expressdo da proteina p16, importante marcador da
integracdo e capacidade tumorigénica promovida pelo HPV (Song et al., 2020).

Entre os alvos de E6 e E7 tém-se as metaloproteinases de matriz (MMPS), o
inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) e a proteina rica em cisteina indutora de
reversdo com motivos Kazal (RECK), com a oncoproteina viral regulando positivamente
a expressdo das MMPs e negativamente TIMPs e RECK, apoiando consideravelmente a

carcinogénese cervical (De Almeida et al., 2022; Herbster et al., 2021).
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As MMPs s&o endopeptidases dependentes de zinco que regulam o microambiente
tumoral e outras atividades celulares, como degradacdo da matriz extracelular (MEC),
ades@o celular, proliferacdo, maturacdo, apoptose, migracdo, invasdo, angiogénese
tumoral, transi¢cbes mesenquimais epiteliais (EMT) e vigilancia imunolégica. Devido a
1SS0, séo reguladas positivamente em uma ampla gama de tumores, inclusive cervicais,
contribuindo para a progressdo das lesbes e um mal prognostico (Chen et al., 2021;
Herbster et al., 2021; Vieira et al., 2022).

Em contrapartida, os inibidores TIMP e RECK, por sua vez, apresentam efeitos
ditos como antineoplasicos, isto é, bloqueiam o sitio catalitico das MMPs e dificultam
seu contato com seus respectivos substratos. Observou-se que o TIMP-2, objeto deste
estudo, é regulado negativamente por E7 em lesGes invasivas, quando comparado a
estagios displasicos anteriores. Ja a RECK ¢é regulada negativamente pela atividade das
oncoproteinas E6 e E7. Esta proteina, ligada a membrana, inibe a atividade das MMPs
atraveés dos seus efeitos na transcri¢ao, sintese e ativagao destas enzimas, suprimindo a
remodelacdo da matriz extracelular e dificultando a inducdo de processos invasivos e
metastases (Amabebe; Ogidi; Anumba, 2022; Herbster et al., 2021)

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao de MMP-2,
MMP-9, TIMP-2 e RECK, através de imuno-histoquimica, em lesdes precursoras, a fim
de considera-las como potenciais biomarcadores para lesdo cervical. Além disso, visa
contribuir para a compreensdo da biologia da tumorigénese cervical, bem como, para o

desenvolvimento de abordagens terapéuticas, diagndsticas e prognosticas mais eficientes.

METODO

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Salde da Universidade Federal de Pernambuco com ndmero CAAE
17068913.6.0000.5208, atendendo integralmente aos principios éticos estabelecidos na
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Foram utilizadas amostras de
biopsia cérvico-uterina emblocadas em parafina e arquivadas no servigo de Anatomia
Patologica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Brasil. Inicialmente, os prontuarios foram analisados para selecdo dos casos de interesse
e obtencdo dos dados clinico-patoldgicos. Os casos incluidos foram aqueles
diagnosticados histopatologicamente como neoplasia intraepitelial cervical (NIC).

A imuno-histoquimica para as proteinas MMP-2, MMP-9, TIMP-2 e RECK foi

realizada em cortes de 4 um de espessura a partir de blocos parafinados contendo
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fragmentos de bidpsias encaminhadas para analise histopatoldgica. O método utilizado
foi o livre de biotina e conjugado com HRP. Foram utilizados anticorpos monoclonais de
camundongo contra as proteinas MMP-2 e MMP-9 (Santa Cruz Biotechnology e dilui¢éo
1:400), TIMP-2 e RECK (Santa Cruz Biotechnology e dilui¢do 1:300).

A recuperacdo antigénica foi realizada em panela de pressao histoldgica por dois
minutos. Posteriormente, as laminas foram resfriadas a temperatura ambiente e as etapas
de bloqueio da peroxidase enddgena, bloqueio das reacdes inespecificas e revelacdo por
solucéo cromogénica com 3,3-diaminobenzidina (DAB) foram realizadas utilizando-se o
kit de revelacdo da Vector Laboratories (Newark, USA). Por fim, as laminas foram
lavadas em &gua corrente, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas e montadas
com Entellan® e laminula.

A anélise da imunorreatividade (tabela 1) foi realizada semi-quantitativamente,
por area e intensidade de marcacdo, classificadas em: sem marcacéo (0), intensidade fraca
(1), moderada (2) e intensa (3). Todas as laminas foram analisadas por dois
citopatologistas, de maneira independente e sem acesso prévio a qualquer tipo de
resultado. Para aqueles casos onde houve discrepancia no resultado da analise, uma
terceira avaliacdo foi realizada adotando-se 0s mesmos critérios. Foi utilizado
microscopio Optico ZEISS® com camera acoplada (AxioCam MRC), para registro de
imagens pelo sistema de captura ZEN blue edition (Figura 1). O ponto de corte (cut-off)
para se considerar amostras positivas para marcacdo foi a média estimada dos casos
negativos para lesdes, sem NIC.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software Jamovi, verséo 2.3.28.
Inicialmente, realizou-se a analise descritiva dos dados, com o calculo das médias e
desvios-padrGes, bem como o teste de Shapiro-Wilk, para verificar a tendéncia de
normalidade da distribuicdo amostral. Posteriormente, seguiu-se com o teste de
Spearman, para avaliar a correlacdo entre as variaveis da pesquisa, e a regressao logistica,
para avaliar a probabilidade de marcacdo no desenvolvimento das les6es cervicais. Para

significancia estatistica dos testes executados, foi atribuido o valor de P < 0,05.



RESULTADOS

Figura 1 — Imunorreatividade em diferentes graus de leséo
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Inicialmente, foram analisados 240 prontuarios, sendo selecionados aqueles que

possuiam informacdes referentes ao laudo citopatolégico, idade da primeira relacdo

sexual (em média, 16 anos) e diagnostico histopatolégico. A idade média das pacientes a

época do diagndstico da lesdo foi de 34,91 anos. No total, foram utilizadas 146 amostras,

divididas histologicamente por grau de leséo cervical em: NIC-1 (14), NIC-11 (45) e NIC-

11 (87).

Tabela 1 - Niveis de intensidade de expressdo imuno-histoquimica das MMPs (2 e 9), TIMP-2 e
RECK para cada grau da lesdo cervical.

Intensidade da expressdo IHQ

Sem
Anticorpo Grau da lesdo Marcagéio Fraca Moderada Intensa

NIC-1 (n=06) 5 0 0 1

MMP-2 NIC-2 (n=19) 13 5 1 0
NIC-3 (n=32) 5 15 11 1

NIC-1 (n=06) 4 2 0 0

MMP-9 NIC-2 (n=19) 18 1 0 0
NIC-3 (n=32) 17 12 3 0

NIC-1 (n=07) 4 2 1 0

TIMP-2 NIC-2 (n=26) 14 6 6 0
NIC-3 (n=55) 22 15 18 0

NIC-1 (n=07) 5 0 2 0

RECK NIC-2 (n=26) 10 10 6 0
NIC-3 (n=55) 8 15 32 0
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Uma vez identificada a tendéncia de ndo normalidade da distribuicdo amostral,
foi executado o teste de correlagdo de Spearman (tabela 2), utilizado para avaliar a
intensidade da relacdo entre as varidveis ordinais. Os valores para o teste em questdo,
variam entre -1 e +1, quanto mais préximo dos extremos, mais forte é a correlagdo, sendo
os valores positivos diretamente proporcionais e 0S negativos inversamente
proporcionais.

Tabela 2. Correlacdo de Spearman entre o grau da lesdo cervical e as idades das pacientes, 12
relacdo sexual, expressdo de MMPs (2 e 9), TIMP-2 e RECK.

Grau da lesdo Graficos do pareamento
Variaveis P Rho
12 relacéo sexual 0,003 0,188 ) A
Idade 0,062 0,121 | /
MMP-2 < 0,001 0,524 “
MMP-9 0,012 0,330
TIMP-2 0,152 0,154
RECK < 0,001 0,383 ; B
Pareamentos wis 0
MMP-2 ¢ MMP-9 0,008 0,349 /
RECK e TIMP-2 < 0,001 0,370 ' -

Nota: o Rho refere-se ao coeficiente de correlacdo de Spearman e os gréficos A e B referem-se a correlacéo
pareada entre MMP-2 e MMP-9 e TIMP-2 e RECK, respectivamente.

Dessa forma, analisou-se a correlacdo entre o grau da lesdo cervical e as idades
das pacientes a época da primeira relacdo sexual e a época do diagnostico da lesdo, tendo-
se observado significancia estatistica para a primeira associacdo. Também avaliou-se a
correlacdo entre a intensidade de marcacdo dos biomarcadores e o grau da leséo cervical,
apresentando como destaque as metaloproteinases de matriz-2 e -9, bem como o inibidor
RECK. Em seguida, foi realizada a comparacdo entre os biomarcadores, quando
associados, apresentando valores significativos.

Por fim, executou-se a Regressao Logistica (tabela 3) para estimar a probabilidade
do grau da lesdo cervical influenciar no nivel de intensidade de expressdo dos
biomarcadores. Calculou-se, também, a razdo de chances (RC), analisando-se, para 0s
diferentes graus de lesdo, as chances dos niveis de expressao serem mais intensos (1 a 3),
quando comparadas as de ndo apresentarem imunorreatividade (0). Observou-se

significAnciaem MMP-2 e RECK, ambas para as comparagdes pareadas: marcagéo fraca-
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ausente (1-0) e marcacdo moderada-ausente (2-0). J& a RC para MMP-2 esteve mais
elevada, se relativa aos valores obtidos de RECK para as mesmas comparacoes pareadas

anteriores.

Tabela 3. Regressdo Logistica entre 0s graus da lesdo cervical e os niveis de intensidade de
marcacao IHQ para as MMPs (2 e 9), TIMP-2 e RECK, Idade e 12 relagdo sexual

Fraca/Ausente Moderada/Ausente Intensa/Ausente
Biomarcador P RC (IC 95%) P RC(IC95%) p  RC(IC 95%)
MMP-2 0,001 7,938 0,004 26,706 1,00 1,00
MMP-9 0,115 2,318 0,723 916,858 - -
TIMP-2 0,502 1,310 0,167 1,829 - -
RECK 0,025 2,819 < 0,001 4,785 - -
Variavel clinica NIC-1/NEG NIC-2/NEG NIC-3/NEG
p  RC(IC 95%) P RC(IC9%) p  RC(IC 95%)
a ~

1* Relagdo 0,678 0,97 0,002 0,83 0,003 0,81
sexual
Idade 0,110 0,96 0,013 0,96 0,096 0,97

% ” MMF=2 § v MMP-9

1:’ 0.50 (1) g 0.50 0

N v Grau ;: lesao . 30 v v Grau ;: leséo ” 30

é TIMP-2 é RECK

3 050 0 3 050 0

2 I 3z :

v v Grau ;: lesao ZS 30 - v Grau rzia0 lesao . .

3 " Tipo de lesdo 0.75

é NEG “qg) Tipo de lesdo

3 0% NIC-1 s NEG

3 NIC-2 5 050 NIC-1

: we 5 e

Idade1“re;la;éo sexual ) = . l:;ade N = b

Nota: Médias Marginais para Regressdo Logistica. As numeragdes 1.0, 2.0 e 3.0 na linha Grau da Lesao
correspondem as NIC-1, 2 e 3, respectivamente.
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DISCUSSAO

Em nosso estudo, houve correlacdo significativa entre a idade das pacientes a
época da primeira relacdo sexual (< 18, em média) e o grau da lesdo cervical a época do
diagnostico, corroborando os resultados de Mekonnen e Mittiku (2023), que revelaram
maior risco de desenvolvimento de cancer cervical em pacientes com atividade sexual
precoce. Possiveis razBes incluem o incompleto estado de desenvolvimento do sistema
reprodutor feminino a adolescéncia e o desconhecimento dos métodos de prevencédo a
infecgé@o pelo HPV, conforme proposto por Zhou et al. (2024).

As analises IHQ evidenciaram resultados promissores para as MMPs-2 e -9 e 0
inibidor RECK, destacando-se o potencial desses biomarcadores de predizer a progressao
da lesdo cervical, desde NIC-1 até NIC-3, principalmente quando s&o analisadas as
correlagfes entre MMP-2 e -9 e RECK e TIMP-2. A imunorreatividade para MMP-2
esteve fortemente associada ao grau da lesdo cervical, com maiores chances de a
marcagdo ser mais intensa a medida que a lesdo progride. Conforme proposto por Martins
et al. (2020) e possivel que a expressdo aumentada de MMP-2 esteja associada a
desregulacéo de TIMP-2 no microambiente tumoral, a qual em complexo com MMP-14
e pr6-MMP-2 constitui a forma ativa da MMP-2.

A expressdo de MMP-9 apresentou significativa associacdo ao grau da lesdo
cervical. Isso estd consoante ao apresentado por Discacciati et al. (2015), que identificou
maior marcacdo de MMP-9 em NIC-2, NIC-3 e carcinoma escamoso, quando comparada
a casos de NIC-1 e benignos. E provavel que MMP-9 esteja fortemente expressa nessas
lesBes em razao de sua atividade proteolitica sobre o colageno tipo IV, que esta associada
a progressao tumoral, conforme proposto por Chen et al. (2021).

Quando analisadas de forma pareada, MMP-9 e MMP-2 apresentaram expressdes
diretamente proporcionais, sugerindo que os niveis de ambas tendem a se elevar
sincronicamente a medida que o grau da lesdo se intensifica. Resultados semelhantes
foram encontrados por Matheus et al. (2014), que identificaram aumento na expressdo
imuno-citoquimica de MMP-9 condicionado a progresséao da lesao.

A imunorreatividade para o inibidor RECK esteve significativamente associada
ao grau da lesdo cervical, com as analises de regressdo identificando chances
consideraveis de a expressdo ser mais intensa conforme a lesdo cervical evolui. E
provavel, porém, que haja sub-expressdo de RECK em carcinomas invasivos, ja que

mecanismos regulatérios das oncoproteinas virais atuariam reduzindo a ativagdo de
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RECK, levando a um desbalanco na inibi¢éo de certas MMPs e a uma maior agressividade
da lesdo, conforme proposto no estudo de Cardeal et al. (2012).

O padrédo de expressdo de TIMP-2 foi semelhante ao de RECK, com a analise
pareada evidenciando correlacio significativa entre ambos. E possivel que TIMP-2 e
RECK atuem conjuntamente para inibir a ativagdo das MMPs, mas 0s mecanismos
envolvidos nessa cooperagédo precisam ser melhor esclarecidos.

Este estudo apresentou algumas limitages em seu desenvolvimento. No tocante
a baixa quantidade de lesGes do tipo NIC-1, considerou-se como parametro as diretrizes
para o rastreio do cancer de colo do Utero no Brasil. Dessa forma, € recomendado para
lesBes de baixo grau (LSIL), equiparadas a NIC-1, em pacientes com menos de 25 anos,
repetir a citologia ap6s 3 anos; tendo mais de 25 anos, apds 6 meses e, permanecendo 0
grau da lesdo ou confirmada a sua progressao, encaminha-se para colposcopia e bidpsia
(Silva, 2016).

Dessa maneira, € esperado um nimero menor de bidpsias para os casos de NIC-I,
visto que o periodo compreendido entre repetices e a bidpsia propriamente dita, pode
variar entre 6 meses e 3 anos. Em razéo da baixa quantidade de amostras de carcinoma
escamoso existentes, no periodo definido para coleta dos blocos histoldgicos, este estudo
ndo analisou as possiveis associacdes entre lesdes invasivas e a intensidade de expressao

imuno-histoquimica dos biomarcadores avaliados.

CONCLUSAO

Este estudo investigou a expressao das proteinas RECK e TIMP-2, bem como das
metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e 9 em lesGes cervicais, revelando uma percepgéo
significativa sobre a progressdo do cancer cervical. A analise imuno-histoquimica
demonstrou que a intensidade de expressao das MMPs-2 e -9, juntamente com seus
inibidores TIMP-2 e RECK, variam conforme o grau da lesdo cervical, sugerindo um
papel crucial desses biomarcadores na carcinogénese cervical.

Os resultados indicaram uma correlacdo significativa entre a idade da primeira
relacdo sexual e o grau da lesdo cervical, corroborando estudos prévios que associam a
atividade sexual precoce a um maior risco de desenvolvimento de cancer cervical. Este
achado sublinha a necessidade de estratégias de prevencdo e educacdo sexual voltadas
para adolescentes, visando reduzir a incidéncia de infec¢Ges pelo Papilomavirus Humano

(HPV) e, consequentemente, o risco de neoplasias cervicais.
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A utilizagdo de técnicas avangadas de imuno-histoquimica permitiu uma avaliagdo
detalhada da expressdo dos biomarcadores, destacando o potencial das MMPs-2 e -9 e do
inibidor RECK como preditores da progressao das lesdes cervicais. Estes biomarcadores
podem servir como ferramentas valiosas para o desenvolvimento de abordagens
diagndsticas e terapéuticas mais precisas e eficazes, contribuindo para a melhoria do
progndstico de pacientes com neoplasias intraepiteliais cervicais.

Em suma, este estudo avanga o entendimento sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na progressdo do cancer cervical e propde novos alvos para intervencoes
clinicas. A integracdo desses biomarcadores em protocolos clinicos pode aprimorar a
detec¢do precoce e o tratamento das lesdes cervicais, impactando positivamente a satde
publica, especialmente em paises em desenvolvimento onde a carga da doenca é mais

pronunciada.
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