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RESUMO

O cancer cervical (CC) ocupa o quarto lugar entre os canceres mais
comumente diagnosticados em mulheres, sendo uma das principais causas de morte
por cancer em todo o mundo. A carcinogénese cervical esta intimamente associada
aos papilomavirus humanos de alto risco (HPV-AR), considerados os agentes
causadores de virtualmente todos os casos de CC. A infecgao persistente por um
HPV-AR induz uma importante mudanga na expressao génica global nas células
hospedeiras contribuindo para a ocorréncia do ciclo viral e, consequentemente, a
manutencao da infecgcdo. Mais recentemente, diversas evidéncias demonstraram a
participagdo de varios microRNAs (miRNAs) na carcinogénese cervical, incluindo
miRNAs associados a vesiculas extracelulares (miRNAs-VE). Embora alguns
biomarcadores moleculares tenham sido descritos como apresentando potencial
diagnostico e prognostico no CC, o uso de miRNAs-VE como potenciais
biomarcadores nesse contexto ainda esta em seu inicio. Assim, € com base na
necessidade imediata de se identificar e validar novos biomarcadores em bidpsia
liquida para o diagnéstico de CC e de lesdes precursoras que este estudo foi proposto.
Inicialmente, analise de bioinformatica e busca na literatura foram conduzidas a fim
de se selecionar potenciais miRNAs-VE candidatos para a identificacao dos diferentes
estagios de lesdes precursoras/CC. Quatro candidatos foram selecionados — miR-
10b-5p, miR-148a-3p, mMiR-181b-5p e mMIiR-155-5p — sendo os trés primeiros
quantificados em VEs isoladas a partir de amostras de plasma obtidas de controles e
pacientes brasileiras com diferentes estagios de lesdes cervicais. VEs plasmaticas
foram isoladas por um método baseado em precipitacao e, entdo, caracterizadas pela
analise de rastreamento de nanoparticulas, microscopia eletrénica de transmissao e
western blotting. Os pellets isolados mostraram-se enriquecidos em exossomos. Os
niveis de miR-VE-10b-5p foram significativamente menores em pacientes com CC do
que em participantes sem lesao cervical (SL) (p<0,050; fold-change sLxcc = 1,883). A
analise de curva ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic) revelou que o
miR-VE-10b-5p apresenta potencial diagndstico razoavel em discriminar tais estagios,
com sensibilidade e especificidade de 81,25% e 72,73%, respectivamente. Os niveis
de miR-VE-181b-5p nao variaram significativamente entre os grupos avaliados,
enquanto os niveis de miR-VE-148a-3p foram significativamente menores em
pacientes com lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG) em comparagao
as mulheres SL (p<0,050; fold -change sLxvuesc = 3,437), bem como em comparacao
ao conjunto das pacientes com lesao intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) e
com CC (p<0,050; fold-change (ieac+cc)x LEse = 3,006). No entanto, seu potencial
diagndstico em discriminar os diferentes estagios nao foi satisfatorio. A validagao em
conjuntos amostrais adicionais, utilizando numero amostral maior e incluindo
diferentes populacdes faz-se necessaria a fim de se confirmar e melhor entender o
potencial dos miRNAs-VE avaliados como biomarcadores de diferentes estagios da
carcinogénese cervical, especialmente do miR-VE-10b-5p. Até onde sabemos, este é
o primeiro estudo quantificando miRNAs-VE plasmaticos em diferentes estagios de
CC e lesdes precursoras em amostra populacional brasileira.

Palavras-chave: MicroRNAs. Vesiculas Extracelulares. Biomarcadores. Biopsia
Liquida. Cancer Cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) ranks fourth among the most commonly diagnosed
cancers in women and is one of the leading causes of death by cancer worldwide.
Cervical carcinogenesis is intimately associated with high-risk human papillomaviruses
(HR-HPV), considered the causative agents of virtually all cases of CC. Following a
persistent infection by an HR-HPV, an important change in global gene expression in
host cells takes place, contributing to the maintenance of the viral cycle and, therefore,
of the infection. Most recently, accumulating evidence has shown several microRNAs
(miRNAs) taking part in cervical carcinogenesis, including extracellular vesicle-
associated miRNAs (EV-miRNAs). Although some molecular biomarkers have been
described as presenting diagnostic and prognostic potential in CC, the use of EV-
miRNAs as potential biomarkers in such context is still starting to be set. This study
was therefore proposed based on the urgent need to identify and validate new
biomarkers in liquid biopsy for the diagnosis of CC and its precursor lesions. At first,
bioinformatics analysis and literature search were applied to select potential candidate
EV-miRNAs for identifying different stages of precursor lesions/CC. Four candidates
were selected — miR-10b-5p, miR-148a-3p, miR-181b-5p, and miR-155-5p — and the
first three were quantified in EVs isolated from plasma samples obtained from Brazilian
controls and patients with different stages of cervical lesions. Plasma EVs were
isolated through a precipitation-based method and were characterized by nanoparticle
tracking analysis, transmission electron microscopy, and western blotting. The isolated
pellets presented an exosome-enriched pattern. EV-miR-10b-5p levels were
significantly lower in CC patients than in subjects without cervical lesion (WL) (p<0.050;
fold-change wLxcc = 1.883). Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis
revealed EV-miR-10b-5p as presenting a fair diagnostic potential in discriminating such
stages, with sensitivity and specificity of 81.25% and 72.73%, respectively. EV-miR-
181b-5p levels did not vary significantly between the evaluated groups, while EV-miR-
148a-3p levels were significantly lower in low-grade squamous intraepithelial lesion
(LSIL) patients in comparison to women WL (p<0.050; fold-change wixLsiL = 3.437), as
well as in comparison to high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) patients
together with CC subjects (p<0.050; fold-change HsiL+cc) xLsiL = 3.006). However, its
diagnostic potential in discriminating the different stages was not satisfactory. Further
validation sets using larger sample sizes and different populations are required to
confirm and better understand the potential of the evaluated EV-miRNAs as
biomarkers of the different stages of cervical carcinogenesis, especially of EV-miR-
10b-5p. To the best of our knowledge, this is the first study quantifying plasma EV-
miRNAs in different stages of CC and its precursor lesions in the Brazilian population.

Keywords: MicroRNAs. Extracellular Vesicles. Biomarkers. Liquid Biopsy. Cervical
Cancer.
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SINTESE DO DOUTORAMENTO E ESTRUTURA DA TESE

Durante o periodo de doutoramento, teve-se como objetivo maior entender o
papel dos RNAs — em especial RNAs nao-codificadores (ncRNA) — no contexto do
desenvolvimento do cancer cervical (CC), incluindo os estagios de lesbes precursoras
que o antecedem. Basicamente, duas linhas de pesquisa foram desenvolvidas, as
quais sao melhor descritas abaixo, assim como seus respectivos dados/artigos

resultantes.

1) Identificagdao de redes de RNAs competidores endégenos (ceRNAs) em

amostras tumorais/linhagens celulares, resultando em:

i.  Artigo de revisao intitulado “Competing Endogenous RNAs in Cervical
Carcinogenesis: A New Layer of Complexity”, publicado em 2021 no
periodico Processes (Special Issue: Biogenesis, Function and Role of
MicroRNA in Cancer). Esta revisdo sumariza diferentes redes de
competicdo enddgena — especialmente mediadas por RNAs longos n&o-
codificadores (IncRNA) — envolvidas no processo de carcinogénese
cervical, destacando seus principais impactos sobre varios processos
celulares. Nela apresentam-se: predi¢des in silico e estratégias in vitro
que revelam diferentes interagdes entre diversas moléculas; resultados
obtidos de estudos in vitro e in vivo, demonstrando os impactos
biolégicos finais dessas respectivas moléculas/eixos ceRNA sobre
processos moleculares e celulares importantes para a carcinogénese;
além de dados experimentais obtidos através da avaliagao dos perfis de
expressdo dessas diferentes moléculas em amostras de pacientes,
corroborando o envolvimento das redes propostas na carcinogénese
cervical. Adicionalmente, destacam-se alguns RNAs comuns a
diferentes redes de competicdo enddgena, incluindo os IncRNAs
HOTAIR, MALAT1, NEAT1, OIP5-AS1 e XIST, assim como os miRNAs
miR-140-5p, miR-143-3p, miR-148a-3p e miR-206. Ao final, ressalta-se
o potencial uso desses diferentes RNAs, assim como das respectivas
redes moleculares descritas (compostas por diferentes IncRNAs,

miRNAs e mRNAs), no diagndstico e/ou progndstico do CC, assim como
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sua potencial utilizacdo como alvos terapéuticos no contexto do CC
(APENDICE 1);

ii. Artigo original intitulado “Comprehensive analysis of ceRNA networks
in HPV16- and HPV18-mediated cervical cancers reveals XIST as a
pivotal competing endogenous RNA”, publicado em 2021 no peridédico
Biochimica et Biophysica Acta — Molecular Basis of Disease. A partir de
dados de transcriptoma de amostras de CC (carcinoma de células
escamosas e adenocarcinoma) disponiveis no banco de dados publico
The Cancer Genome Atlas Program (TCGA), identificou-se, por analises
de bioinformatica, redes de ceRNA capazes de diferenciar tumores
cervicais associados a diferentes tipos de Papilomavirus humano (HPV);
em especial, tumores cervicais HPV16-positivos de tumores HPV18-
positivos. Diferentes assinaturas moleculares foram descritas,
destacando o IncRNA XIST como um ceRNA crucial, envolvido em
diferentes redes de competicdo endogena, porém, com diferentes
parceiros moleculares. Nos tumores cervicais HPV16-positivos, o XIST
mostrou-se coexpresso com os MRNAs LGR4 e ZNF81, compartilhando
varios miRNAs pertencentes a familia let-7. Por sua vez, em tumores
HPV18-positivos, o XIST esteve coexpresso com os mRNAs ADAM9 e
SLC38A2, compartilhando varios miRNAs pertencentes a familia miR-
30. Adicionalmente, observou-se o impacto de diferentes redes de
competicdo enddgena na sobrevida global das pacientes com tumores
cervicais mediados pelos distintos tipos de HPV (APENDICE 2).

2) Identificagao de microRNAs (miRNAs) em vesiculas extracelulares (VEs)
isoladas a partir do plasma e da secregdo cervical de pacientes com lesbées

precursoras/CC (Biopsia Liquida) e controles, resultando em:

i.  Artigo de revisao intitulado “From squamous intraepithelial lesions to
cervical cancer: Circulating microRNAs as potential biomarkers in
cervical carcinogenesis”, publicado em 2019 no periédico Biochimica
et Biophysica Acta — Reviews on Cancer. Esta revisédo traz um panorama

geral sobre a pesquisa em miRNAs circulantes, livres ou associados a
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VEs, envolvidos no processo de carcinogénese cervical. Logo apos a
infecgdo pelo HPV, mudancas no transcriptoma da célula hospedeira
podem ocorrer, resultando em padroes especificos de expressao de
miRNAs circulantes em diferentes estagios da doenca cervical — desde
lesbes intraepiteliais escamosas (LIE) até o CC. Nesse artigo,
apresenta-se uma visdo geral sobre miRNAs celulares associados a
infeccdo pelo HPV, assim como aos estagios de LIE e CC.
Adicionalmente, apresenta-se o estado da arte envolvendo miRNAs
livres e miRNAs associados a VEs (miRNAs-VE) envolvidos na
carcinogénese cervical ou tumorigénese induzida pelo HPV. Por fim,
destacam-se alguns mIiRNAs circulantes como  potenciais
biomarcadores para os estagios de LIE e/ou CC em diferentes
compartimentos (sangue e cérvice uterina), reforgando-se também a
necessidade urgente de esforgos que contribuam para uma melhor

compreensdo deste campo de pesquisa (APENDICE 3);

Dados experimentais referentes a caracterizacédo de VEs isoladas de
plasma de mulheres brasileiras com LIE e CC, assim como a
quantificacdo de miRNAs-VE candidatos, com o objetivo de encontrar
biomarcadores destes diferentes estagios. Tais dados encontram-se

minuciosamente descritos e formam o cerne da presente tese.
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1 INTRODUGAO

Em conjunto com outros fatores, determinados virus apresentam a habilidade
de transformar células infectadas em células tumorais benignas ou malignas,
estimulando o crescimento e a sobrevivéncia celular por diferentes mecanismos,
estando diretamente envolvidos no desenvolvimento de um amplo espectro de
manifestagdes clinicas em humanos, incluindo o cancer. Entre estes inclui-se o HPV,
responsavel por causar desde infeccdes ndo aparentes até neoplasias malignas
(SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2015).

Em mulheres, alguns tipos de HPV — denominados HPV de alto risco (HPV-
AR) ou oncogénicos — estao intimamente relacionados ao processo de carcinogénese
cervical. Estes estdo ativamente envolvidos no desenvolvimento de lesbes
precursoras — de baixo (LIEBG) ou alto (LIEAG) grau — que precedem o CC, bem
como no desenvolvimento do CC. Codificando diferentes oncoproteinas estritamente
envolvidas na iniciacdo e progressdo das lesbes precursoras, estes DNA-virus
promovem o desenvolvimento tumoral, encontrando-se virtualmente presentes em
100% dos casos de CC; a infecg¢ao persistente por um HPV-AR é considerada fator
crucial neste processo, desde o desenvolvimento de LIE até o estabelecimento do CC
(BOSCH et al., 2002; SCHIFFMAN et al., 2016).

Apesar da persisténcia do HPV ser necessaria ao desenvolvimento de LIE e
evolugao ao estagio de CC, diz-se que esta nao é suficiente, sendo necessaria a agao
de outros fatores em conjunto (MOODY; LAIMINS, 2010). No microambiente cervical,
varios componentes parecem desempenhar fungdes importantes no estabelecimento
da infecgdo pelo HPV, bem como a progresséao para LIE e CC. Entre estes, incluem-
se os miRNAs — pequenos ncRNAs, que exercem papel essencial na regulagdo da
expressao génica (BARTEL, 2004; GULYAEVA; KUSHLINSKIY, 2016). O papel de
uma vasta gama de miRNAs no contexto do CC, desde a infecgdo por um HPV-AR
até o estagio de CC, vem sendo consolidado nos ultimos anos, estando estes
diferencialmente expressos em diferentes graus de LIE e no CC, e ativamente
envolvidos no processo de carcinogénese (GOMEZ-GOMEZ; ORGANISTA-NAVA;
GARIGLIO, 2013; HE et al., 2016; SAMMARCO et al., 2020; WANG et al., 2014).

Além de presentes nos compartimentos teciduais, diferentes miRNAs podem
também estar presentes em um amplo espectro de biofluidos, incluindo o plasma

(WEBER et al.,, 2010). Estes podem estar presentes tanto na sua forma livre
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(ARMAND-LABIT; PRADINES, 2017; MONTANI; BIANCHI, 2016), quanto
empacotados em vesiculas liberadas pelas células — VEs (VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018) —, compondo assim o pool de miRNAs circulantes em determinado
biofluido. Uma vez acessiveis no plasma, por exemplo, e combinados a testes com
especificidade e sensibilidade adequadas, estes miRNAs circulantes podem ser
utilizados como biomarcadores de diagnostico e/ou prognéstico de doenga
(CONDRAT et al., 2020). Ademais, o conceito de “biopsia liquida” — que surgiu como
uma nova abordagem que busca fornecer um panorama abrangente da dindmica de
determinado tumor através do material circulante derivado deste — inclui como material
circulante derivado do tumor diferentes células e moléculas, incluindo miRNAs, tanto
na sua forma livre, quanto empacotados em VEs (KELLEY; PANTEL, 2020; MADER,;
PANTEL, 2017).

Especialmente numa era em que a medicina de precisdo/medicina
personalizada tem crescido (BIANKIN; PIANTADOSI; HOLLINGSWORTH, 2015),
algumas vantagens da biopsia liquida em contraste a bidpsia “solida” tém se
destacado (BARDELLI; PANTEL, 2017; ILIE; HOFMAN, 2016; MADER; PANTEL,
2017). Além de ser uma modalidade nao invasiva (ou minimamente invasiva) e de
mais facil acesso, esta pode ser realizada com maior frequéncia. De maneira geral, €
proposto que informagdes referentes ao diagndstico e progndstico antes ou durante o
tratamento, assim como durante a progressao da doenca, sejam mais facilmente
obtidas por bidpsias liquidas (ZHANG et al., 2017). Adicionalmente, a analise de
material derivado de tumor presente no sangue, por exemplo, tende a contemplar de
maneira mais heterogénea a biologia tumoral primaria e metastatica, tornando esta
modalidade diagndstica ainda mais atraente (AMELIO et al., 2020). Custo e tempo
reduzidos somam-se a estas vantagens. Todavia, apesar de todos os potenciais
beneficios e “apostas” referentes a bidpsia liquida, mais esforgos sdo necessarios
para validar e padronizar as metodologias propostas antes do seu uso ser
estabelecido na pratica clinica (AMELIO et al., 2020).

No contexto do CC, as ferramentas de diagnostico mais difundidas para
rastreamento de LIE/CC séo o teste de Papanicolau (exame citopatolégico conhecido
também como exame preventivo) e o teste de detecgdo do DNA de HPV por captura
hibrida (DNA-HPV). Apesar de considerados minimamente invasivos, ambos exigem
coleta a partir do exame ginecoldgico, cuja adesado é influenciada por questdes

socioecondmicas, culturais, éticas, religiosas, entre outros fatores (CAFFORIO et al.,
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2021). Além disso, quando durante a realizagado do exame preventivo ha suspeita de
lesdes, a paciente é entdo encaminhada a colposcopia e a bidpsia convencional pode
vir a ser realizada. Nesse cenario, uma abordagem baseada em bidpsia liquida pode
representar um modelo adicional (ou alternativo) interessante para o rastreamento,
diagnodstico e acompanhamento de LIE/CC, assim como fornecer, em teoria,
informacdes progndsticas e preditivas potenciais (CAFFORIO et al., 2021; LIU et al.,
2020). Dessa forma, torna-se pertinente a identificacdo e validacdo de potenciais
novos biomarcadores em bidpsia liquida para o diagnostico de CC, assim como dos
seus estagios precursores. Baseando-se nas evidéncias e fatos apresentados na
secao anterior, propde-se identificar e validar potenciais biomarcadores em bidpsia

liquida, os quais poderao vir a auxiliar no diagnéstico de diferentes graus de LIE e CC.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de miRNAs-VE plasmaticos candidatos como
biomarcadores de diagndstico de lesdes precursoras e de CC a partir de amostras de

controles e pacientes brasileiras.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Delinear e compreender o estado da arte relacionado a pesquisa sobre miRNAs
circulantes (livres ou empacotados em VEs) como potenciais biomarcadores da

carcinogénese cervical, desde o estagio de LIE até o CC;

e Selecionar, a partir de estratégia de bioinformatica utilizando dados de bancos
publicos e a partir de dados da literatura cientifica, potenciais miRNAs-VE

candidatos para o diagnéstico de LIE e CC;

e Caracterizar a populagao de mulheres incluidas neste estudo (sem e com leséo
no colo uterino, assim como diagnosticadas com CC) quanto a aspectos
sociodemograficos, clinicos e relacionados a saude global/saude da mulher, e

investigar se ha diferengas quanto a estes entre os diferentes grupos avaliados;
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Avaliar se ha diferenca nos niveis de quantificacdo relativa dos diferentes

miRNAs-VE plasmaticos entre os diferentes grupos avaliados;

Avaliar o potencial diagnostico dos miRNAs-VE candidatos, quanto a
especificidade e a sensibilidade, individualmente ou em conjunto (caso

apropriado).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer Cervical

O CC ou cancer do colo uterino se desenvolve no colo do utero ou cérvice
uterina, estando intimamente relacionado a infeccdo por um HPV-AR, virus
oncogénico transmitido pelo contato sexual (DENNY, 2012; SCHIFFMAN et al., 2007).
E um dos canceres mais comuns em mulheres em todo o mundo, ocupando o quarto
lugar entre os mais comumente diagnosticados nesta populagdo. Estima-se uma
incidéncia global anual de mais de meio milhdo de novos casos, sendo uma das
principais causas de morte em mulheres (BRAY et al., 2018; COHEN et al., 2019;
DENNY, 2012). Particularmente em paises em desenvolvimento, onde as abordagens
de prevengdo primaria (vacinagdo contra HPV) e secundaria (rastreamento e
tratamento de lesbes pré-cancerosas) sao deficitarias, limitadas pelo custo e questoes
culturais, o CC ¢é a principal causa de morte por cancer entre mulheres (BEDELL et
al., 2020; BRAY et al., 2018). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
poucas doengas refletem as desigualdades globais tanto quanto o CC. Quase 90%
das mortes em 2018, por exemplo, ocorreram em paises de baixa e média renda
(SANKARANARAYANAN, 2014; WHO, 2020).

Em 2020, a OMS anunciou uma iniciativa global voltada para a eliminacao do
CC, por meio de estratégias de vacinacao e rastreamento. A fim de eliminar o CC,
propds-se que todos os paises devem alcancar e manter uma taxa de incidéncia
inferior a quatro por 100.000 mulheres. Cada pais deve cumprir algumas metas
denominadas “90-70-90”, que se baseiam em trés pilares principais € numeros a
serem atingidos: 1) Vacinagao - 90% das meninas totalmente vacinadas com a vacina
contra o HPV aos 15 anos; 2) Triagem - 70% das mulheres triadas por meio de um
teste de alto desempenho aos 35 anos e novamente aos 45; e 3) Tratamento - 90%
das mulheres com lesdes precursoras tratadas e 90% das mulheres com cancer
invasivo tratadas (WHO, 2020).

No Brasil, o CC é o terceiro cancer mais incidente em mulheres, sendo a taxa
de mortalidade no Brasil (6,17 mortes/ 100 mil habitantes) aproximadamente o dobro
da média mundial (3,3 mortes/ 100 mil habitantes) (INCA, 2019; WHO, 2020). No pais,
esforgcos também tém sido conduzidos a fim de que os programas de rastreamento e,

especialmente, de vacinagdo, sejam ampliados e melhor executados (MOURA;
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CODECO; LUZ, 2020; WENDLAND et al., 2021). Dados relacionados a eficacia do
programa de vacinagao universal com a vacina quadrivalente ja mostram redugao na
prevaléncia dos tipos de HPV contemplados pela vacina — especialmente o HPV16 —
somado a diminuicdo das taxas de infecgao principalmente nas faixas etarias mais
jovens (WENDLAND et al., 2021).

De maneira geral, quando diagnosticado precocemente, e desde que tratado
de maneira adequada e eficaz, o CC é altamente curavel, sendo um dos tipos de
cancer trataveis com mais sucesso. Ilgualmente, tumores em estagios mais avangados
também podem ser altamente responsivos aos diferentes tratamentos disponiveis,

desde que o manejo destes seja célere e apropriado (CHARGARI et al., 2021).

2.1.1 Papilomavirus Humano (HPV)

Os papilomavirus compdem um grupo heterogéneo de virus, ocorrendo em
animais, principalmente em mamiferos, e estando associado a diversas
manifestagdes clinicas (DE VILLIERS et al., 2004; GALLOWAY; LAIMINS, 2015).
Dentre os diversos agentes infecciosos transmitidos sexualmente, os HPVs destacam-
se como o0s mais comuns (GROSS, 2014). Estima-se que mais de 80% da populagéo
feminina e mais de 90% da populagdo masculina sexualmente ativa entre em contato
com um ou mais tipos de HPV durante sua vida, geralmente antes dos 45 anos
(CHESSON et al., 2014; SCHIFFMAN et al., 2007).

Estes virus séo geralmente transmitidos pelo contato pele-pele, pele-mucosa
OuU mucosa-mucosa, apresentando tropismo por células epiteliais, em diversas
localizagbes anatébmicas. Apesar da relevancia da transmissao sexual, outras formas
de transmissao sao conhecidas, como a transmissio vertical e a transmissao por
autoinoculagdo (MOSCICKI et al., 2012). Geralmente, a infec¢ao se da pela entrada
de particulas virais através de les6es ou microabrasdes na superficie do epitélio
(STANLEY, 2010).

A familia Papillomaviridae agrupa virus de DNA dupla-fita, pequenos e
circulares, de aproximadamente 50-52 nm de didmetro, contendo o genoma viral de
aproximadamente 8.000 pares de bases. Este € constituido por um segmento longo
nao-codificador denominado de LCR (do inglés, long control region), envolvido na
transcricédo e no controle de replicagao; e por oito ou nove sequéncias de leitura aberta

(ORF, do inglés open reading frame), divididas em duas regides, uma de expressao
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precoce (E) e outra de expressao tardia (L) (GALLOWAY; LAIMINS, 2015).
Basicamente, a regido E codifica as proteinas virais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que sdo
necessarias para a replicagdo do DNA viral. Em conjunto, as proteinas E1, E2 e E4
sao responsaveis pela amplificagao e liberagao viral, enquanto E5, E6 e E7 exercem
efeito pro-tumoral. Por sua vez, a regido L codifica as proteinas virais estruturais, L1
e L2, ambas expressas apenas em células superficiais infectadas, as quais liberarao
novos virions. Enquanto L1 € a proteina principal do capsideo, L2 é responsavel por
recrutar L1 para a montagem de novos virions. A expressao de L1 e L2, em geral,
ocorre nas células diferenciadas, na parte superior do epitélio (BRAVO; FELEZ-
SANCHEZ, 2015; NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014).

Diferentes tipos de HPV compartilham alguns elementos conservados,
incluindo a presenga da LCR, os genes de expresséo precoce E71 e E2, assim como
os de expressdo tardia L1 e L2 (DE VILLIERS et al., 2004; GARCIA-VALLVE;
ALONSO; BRAVO, 2005). Adicionalmente, apesar de diferentes membros da familia
Pappilomaviridae apresentarem proteinas homélogas, efeitos bioldgicos distintos sao
observados quando tipos diferentes de HPV sao confrontados, especialmente quanto
ao risco carcinogénico ou ao género envolvido (CHIESA et al., 2016; GALLOWAY;
LAIMINS, 2015). Tomando como base seu potencial carcinogénico, os HPVs podem
ser classificados como de risco indeterminado (HPV-RI), baixo risco (HPV-BR) ou
HPV-AR. Infecgbes com HPV-BR, também denominados de HPV n&o oncogénicos,
podem causar anormalidades benignas, como verrugas genitais, enquanto HPV-AR
atuam como agentes carcinogénicos bioldgicos (SCHIFFMAN et al., 2007).

Por sua vez, considerando o critério filogenético, os HPV sao agrupados
separadamente, levando a definigdo de niveis taxonémicos diferentes. Em geral, é
possivel definir um tipo distinto de HPV através da sequéncia L1, uma vez que este é
0 gene mais conservado dentro de todo o genoma viral (DE VILLIERS et al., 2004).
Se a sequéncia de L1 variar mais do que 10% de qualquer tipo caracterizado, um novo
tipo de HPV é definido. Adicionalmente, se a sequéncia de L1 variar de 2-10% ou
menos de 2%, um novo subtipo ou variante, respectivamente, € caracterizado (CHEN
et al., 2005; DE VILLIERS et al., 2004).

Adicionalmente, com base em determinadas propriedades bioldgicas e na
organizagdo do genoma, cinco géneros de HPV foram estabelecidos: alfa-, beta-,
gama-, mu- ou nu-papilomavirus, englobando 28 espécies e aproximadamente 40
tipos responsaveis por infectar o trato genital (DE VILLIERS et al., 2004; DOORBAR
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et al., 2012; NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014). Os alfa-HPV normalmente
infectam a mucosa e estdo associados a canceres anogenitais, sendo que dentre
estes encontram-se varios HPV-AR, como o HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 e HPV58
(apesar de alguns HPV-BR também se incluirem neste grupo, como o HPV42 e
HPV54). Os beta-HPV, por outro lado, infectam o epitélio cutdneo (GALLOWAY;
LAIMINS, 2015), tendo sua participagdo como cofatores no desenvolvimento de
cancer de pele ndo-melanoma descrita nos ultimos anos (BANDOLIN et al., 2020).
Ainda, canceres de cabeca e pescog¢o também tém sido descritos como intimamente
associados a presenca de HPVs de diferentes géneros (alfa-, beta-e gama-HPVs). A
exemplo, destaca-se o HPV16 como o tipo mais prevalente associado ao cancer de
boca (ou de cavidade oral) (GARBUGLIA, 2014).

2.1.2 HPV na Carcinogénese Cervical

Diversos fatores estdo envolvidos na carcinogénese cervical, sendo a
presenca de um HPV-AR fator indispensavel (FORMAN et al., 2012). O HPV16
destaca-se como o tipo mais predominante, estando presente em mais de 50% dos
mais de 500.000 novos casos de CC diagnosticados anualmente (MUNOZ et al.,
2003). Conjuntamente com o HPV18, é responsavel pela maioria dos casos de CC
(WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Apesar do HPV16 apresentar elevado
potencial carcinogénico, estima-se que menos de 5% dos individuos infectados
venham a desenvolver cancer ao longo de suas vidas (GOLDIE et al., 2003), padrao
também observado para outros HPV-AR (GALLOWAY; LAIMINS, 2015). Estes
apresentam diferengcas notaveis em relacdo a outros tipos de HPV, as quais estéao
intrinsecamente associadas a habilidade destes em levar a célula hospedeira a
malignizacdo. Quando comparados a HPV-BR, por exemplo, os HPV-AR tendem a
ser mais eficazes em promover diferentes efeitos bioldgicos nas células hospedeiras,
em especial por agdo de suas oncoproteinas (MCLAUGHLIN-DRUBIN; MUNGER,
2009).

Dentre as proteinas produzidas pelos HPV-AR, E5, E6 e E7 estao diretamente
relacionadas com a iniciacdo e progressdo do CC (ESTEVAO et al., 2019). E5 atua
modulando a atividade de diversas proteinas celulares, participando do efeito
transformador do HPV, além de favorecer a atividade de E6 e E7 (DIMAIO; PETTI,
2013). Por sua vez, E6 se liga a p53, recrutando a ubiquitina ligase UBE3A (EGAP),
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levando a poliubiquitinagdo de p53 e sua degradacdo pelo proteassoma. Como
consequéncia, diversos processos celulares sao afetados, levando a perda de reparo
do DNA, inibicdo da apoptose, imortalizac&o celular, perda da polaridade celular, entre
outros efeitos (DOORBAR et al, 2015 HOWIE; KATZENELLENBOGEN;
GALLOWAY, 2009). Igualmente, E7 interage com distintas vias de sinalizagao celular.
Esta se liga a proteina do retinoblastoma (pRB), liberando o fator de transcrigdo E2F,
gue se encontra normalmente ligado a pRB, promovendo progresséo do ciclo celular.
Entre os diversos efeitos produzidos direta ou indiretamente por acdo de E7 estao
hiperproliferagao celular, reparo ineficiente do DNA, instabilidade gendmica e inibigao
da apoptose (MOODY; LAIMINS, 2010; ROMAN; MUNGER, 2013).

Adicionalmente, um evento molecular crucial na carcinogénese cervical é a
integracdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira (BALASUBRAMANIAM
et al., 2019; BURK et al., 2017). Acredita-se que esta ocorra preferencialmente
durante a progressao para LIEAG (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013), uma vez
que, na maioria dos casos de LIEAG, a quase totalidade de células ja tenha DNA viral
integrado (BALASUBRAMANIAM et al., 2019; HUDELIST et al., 2004; LI et al., 2008).
Este pode se integrar de maneira integral, ou se inserir como varias repeticbes em
tandem no genoma da célula hospedeira (MCBRIDE; WARBURTON, 2017). Muitos
esforcos a fim de elucidar locais preferenciais de integragado ao genoma do hospedeiro
foram feitos (HU et al., 2015; LI et al., 2018, 2019d; LIU et al., 2017b), e alguns locais
com alta frequéncia de insercao ja foram descritos, a exemplo do proto-oncogene
MYC (ARACELI OYERVIDES-MUNOZ et al., 2018), um “regulador mestre” envolvido
na regulagéo do crescimento e metabolismo celular (MILLER et al., 2012). De maneira
geral, o HPV se integra preferencialmente em locais de “facil acesso”, como regides
transcricionalmente ativas (MCBRIDE; WARBURTON, 2017). Adicionalmente, pontos
de quebra no genoma viral decorrentes da integragdao podem ocorrer, COmo nos genes
E1 (ARACELI OYERVIDES-MUNOZ et al., 2018) e E2 (SCHMITZ et al., 2012).

2.1.3 HPV: Desenvolvimento de LIE e CC

A medida em que ocorre a substituicao fisiolégica do epitélio glandular pelo
epitélio escamoso na cérvice uterina — processo denominado metaplasia escamosa —
uma grande area de tecido escamoso metaplasico é formada, caracterizando a zona

de transformacao, a qual é especialmente vulneravel a infec¢ao pelo HPV (DOORBAR
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et al.,, 2015). Apesar da infecgdao pelo HPV apresentar baixa frequéncia de
persisténcia, quando esta ocorre, anormalidades na cérvice uterina sdo induzidas,
consequentemente, aumentando o risco de desenvolvimento de lesbes precursoras
(BRAATEN; LAUFER, 2008).

Em geral, a progressédo para o CC a partir de um estado pré-invasivo até o
cancer invasivo propriamente dito, € um processo lento, levando anos ou até mesmo
décadas para ocorrer (embora alguns casos evoluam em um curto periodo).
Basicamente o processo de carcinogénese cervical € composto por trés estagios: 1)
infeccédo por um HPV-AR; 2) persisténcia desta e evolugdo para um estagio “pré-
cancer”; 3) invasdo. Todas essas etapas sdo necessarias, e nesta ordem. A
ocorréncia de CC ¢ “virtualmente” impossivel na auséncia de infecgdo sexualmente
transmissivel (IST) por um HPV-AR, assim como o é na auséncia de progressao
intermediaria para este estagio de “pré-cancer” (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

No microambiente cervical, em regides de microabrasdo, o HPV infecta
células basais. Apés a infecgdo por um HPV-AR, genes de expressao precoce (ET7,
E2, E4, E5, E6 e E7) sao entdo expressos € o DNA viral ainda na forma epissomal
(segmento de DNA circular com capacidade de replicagado) comega a se replicar. Nas
camadas superiores do epitélio, a medida em que o genoma viral é replicado e os
genes tardios L1, L2 e E4 sdo expressos, novas particulas virais sdo formadas e
liberadas na mucosa cervical, podendo entdo infectar novas células adjacentes
(SCHIFFMAN et al., 2007; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). A progressao da
infeccdo por um HPV-AR até o CC, passa por diversos estagios, sendo um processo
multi-etapas, envolvendo diversas alteragdes, tais como desregulagao do ciclo celular,
superexpressdao de genes oncogénicos, integracdo do DNA viral no genoma do
hospedeiro, entre outros (DOORBAR et al., 2015; WOODMAN; COLLINS; YOUNG,
2007b; ZUR HAUSEN, 2002). A FIGURA 1 esquematiza a progressao para o CC a
partir da infeccéo pelo HPV, passando pelos estagios de lesdes precursoras que o

antecedem.
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FIGURA 1 - PROGRESSAO PARA O CANCER CERVICAL MEDIADA PELO VIiRUS HPV
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LEGENDA: No microambiente cervical, em regides de microabrasdo, o HPV infecta células basais,
iniciando sua replicagdo e a expressdo de genes de expressdo precoce (alguns envolvidos na
replicagéo e liberagdo viral, como E1, E2 e E4; outros como E5, E6 e E7, que codificam as
oncoproteinas virais do HPV). Nas camadas superiores, a medida em que o genoma viral é replicado
e os genes tardios L7 e L2, expressos, novas particulas virais sdo formadas e liberadas na mucosa
cervical, podendo entéo infectar novas células adjacentes. Diferentes sistemas de classificagdo sédo
adotados, entre eles o sistema que considera diferentes graus de NIC, incluindo os estagios de NIC1
(displasia leve, com apenas um tergo do epitélio anormal), NIC2 (displasia moderada e até dois tergos
do epitélio anormal) e NIC3 (displasia severa ou CIS), estando toda a extensdo do epitélio
comprometida). Adicionalmente, outra classificacdo baseada em diferentes sistemas (Bethesda,
classificagédo citologica; e LAST, classificagdo histoldégica) vem sendo amplamente utilizada. Esta
classifica as lesées em LIEBG e LIEAG. Enquanto o LIEBG corresponde ao NIC1, o estagio de LIEAG
engloba o NIC2 e NIC3. A progressao da infecgdo por um HPV-AR até o CC é um processo multi-
etapas, envolvendo diversas alteragdes, entre eles a integracdo do DNA viral (inicialmente na forma
epissomal) no genoma do hospedeiro. Este evento pode levar a ruptura de genes como E2, o que por
sua vez, pode influenciar na regulagao da expressao dos oncogenes E6 € E7. CC, cancer cervical; CIS,
carcinoma in situ; LAST, Lower Anogenital Squamous Terminology Project; LIE, lesdo intraepitelial
escamosa; LIEBG, lesédo intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG, lesao intraepitelial escamosa
de alto grau; NIC, neoplasia intraepitelial cervical. FONTE: Adaptado de Woodman et al., 2007 e zur
Hausen, 2002.

2.1.4 Sistemas de Classificacdo — Histologico/Citologico

Ao longo do tempo, distintos termos vém sendo adotados por diferentes

sistemas de classificacao, tanto histolégicos quanto citolégicos, os quais evoluiram
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separadamente. Em termos gerais, enquanto a classificagdo histoldgica caracteriza
melhor o processo neoplasico e orienta o tratamento e manejo da doenga, a citologia
esfoliativa tem papel essencial na triagem, refletindo o provavel estado histolégico
subjacente (SCHIFFMAN; SOLOMON, 2013; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

Alguns sistemas de classificagao histolégica foram adotados ao longo dos
anos. Inicialmente, anormalidades celulares do colo do utero eram classificadas de
acordo com o grau de displasia observado, sendo estes: leve, moderada, grave,
carcinoma in situ (CIS) ou CC (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013). Posteriormente,
foi proposta a classificagado considerando diferentes graus de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), a qual perdura até hoje. Esta & caraterizada pela presenca de
arquitetura  celular anormal, incluindo irregularidades nucleares, razao
nucleo/citoplasma alterada e mitoses anormais. Sendo assim, classificam-se as
lesGes como NIC1 (displasia’ leve e apenas um terco do epitélio anormal), NIC 2
(displasia moderada e até dois ter¢os do epitélio anormal), NIC 3 (displasia severa ou
CIS, estando toda a extensao do epitélio comprometida) e CC (BRAATEN; LAUFER,
2008; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

Posteriormente, com o0 avango da pesquisa sobre a natureza da infecgao pelo
HPV, tornou-se evidente a nao adequacdo completa dessa classificacao:
histologicamente o NIC1 tenderia a refletir a infeccdo aguda/transiente por HPV
(porém com baixa sensibilidade e especificidade); enquanto o NIC2 se apresentaria
como uma categoria “limitrofe” heterogénea entre a infecgdo aguda/transiente por
HPV e o pré-cancer (NIC3) (CASTLE et al., 2007; SCHIFFMAN; WENTZENSEN,
2013; STOLER; SCHIFFMAN, 2001). Adicionalmente, outras diferengas entre os
estagios de NIC2 e NIC3 foram melhor caracterizadas, tendo o NIC2 maior
probabilidade de regredir espontaneamente em comparagao ao NIC3 (CASTLE et al.,
2009; WENTZENSEN et al., 2009). Nesse ponto, apesar da nomenclatura histolégica
nao ter formalmente mudado, era clara a tendéncia de se estratificar essas lesdes em
2 estagios: de baixo grau, refletindo a infeccdo aguda por HPV; e de alto grau,
caracterizando o estagio precursor do CC, destacando a necessidade de tratamento
e intervencéao para sua eliminagao (SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

" Displasia: caraterizada por crescimento e diferenciagdo celular anormais, levando ao aumento da
proliferacdo, podenda haver perda de diferenciagao celular.
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Em 2012, apés a conferéncia LAST (do inglés, Lower Anogenital Squamous
Terminology Conference), uma nova nomenclatura foi proposta, considerando estes
dois estagios de lesdo (DARRAGH et al., 2012). Esta toma como base outros
parametros, incluindo a marcagao histologica para a proteina p16, também conhecida
como inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A) ou p16'NK4a g qual tem
sua expressao aumentada por acdo de E7 (MUNGER; GWIN; MCLAUGHLIN-
DRUBIN, 2013; PAL; KUNDU, 2020). Assim, propbs-se que NIC2 com marcagao
imunohistoquimica positiva para p16 seja combinado ao NIC3, compondo as LIEAG;
enquanto NIC2 com marcagao negativa para p16 combinado ao NIC1, as LIEBG
(DARRAGH, 2015). Desde entdo, esta classificagcdo imunohistoquimica vem
ganhando espaco.

Em relacdo a classificacdo citologica, por sua vez, dois sistemas de
classificagao ja foram propostos: inicialmente a classificagdo Papanicolau (1, II, Ill, IV
e V), porém nao mais utilizada (SCHIFFMAN et al., 2007; SCHIFFMAN;
WENTZENSEN, 2013); e a classificagéo baseada no Sistema Bethesda (proposta em
1988, e revista em 2001 e 2014) (APGAR; ZOSCHNICK; WRIGHT, 2003; DAVEY et
al., 2004; NAYAR; WILBUR, 2015), sendo a classificagao utilizada atualmente. A partir
da citologia esfoliativa, quatro grandes grupos diagndsticos sdo propostos para
anormalidades celulares escamosas: atipias celulares escamosas; LIEBG (incluindo
NIC1); LIEAG (incluindo NIC2, NIC3 e CIS); e carcinoma de células escamosas (CCE)
(NAYAR; WILBUR, 2015). De forma geral, o Sistema Bethesda parece ser o sistema
de classificagado que mais se adequou aos avangos recentes. Inclusive, este embasou
a mudancga reportada anteriormente referente a classificagao histologica, langando a
estratégia de estratificacdo em 2 estagios (LIEBG e LIEAG). Hoje, esta é
recomendada por diversas entidades, incluindo a OMS, para reportar achados
histopatolégicos (NAYAR; WILBUR, 2015).

2.1.5 Cofatores na Carcinogénese Cervical

Incontestavelmente, a infecgdo por um HPV-AR se apresenta como o principal
fator envolvido na carcinogénese cervical. Todavia, apesar da presencga do virus ser
necessaria, esta nao é suficiente, fato bem estabelecido na literatura. Isso se baseia
no fato de que uma minoria de mulheres infectadas por um HPV-AR desenvolve

lesdes precursoras e de que um numero menor ainda evolui para o CC. Assim, o CC
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tende a ser resultado da agdo conjunta de diversos fatores (NGUYEN; RAMIREZ-
FORT; RADY, 2014).

Cofatores comportamentais como idade precoce da primeira relagao sexual,
multiplicidade de parceiros sexuais e ndo uso de contraceptivos de barreira favorecem
a transmisséo viral. Por sua vez, o uso prolongado de contraceptivos hormonais orais,
tabagismo, multiparidade e presenca de determinados tipos de HPV-AR (como HPV16
e HPV18) estdo associados a maior risco de desenvolvimento de LIE e CC (WANG et
al., 2009; WENTZENSEN et al., 2009). Cofatores relacionados ao hospedeiro, e/ou
associados a resposta deste a infecgéo viral, estdo também associados a progressao
de lesdes cervicais e a transformagcdo maligna (GUO; HUA, 2020). Variagdes
genéticas em diferentes genes associados a resposta imune do hospedeiro ao virus,
por exemplo, modulam o risco de desenvolver CC, além de influenciar na progressao
e sobrevida de pacientes com CC (NUNOBIKI et al., 2011; MEHTA et al., 2017).

Especialmente na ultima década, estudos revelaram aspectos antes
desconhecidos, especialmente relacionados aos mecanismos moleculares
subjacentes ao desenvolvimento do CC (SAMMARCO et al., 2020). Por
consequéncia, a participagao de novos cofatores foi somada aos mencionados acima.
Dentre eles, a expressao desregulada de miRNAs, uma classe de pequenos RNAs
que regulam a expressao génica e exercem efeitos diversos sobre diferentes
processos celulares, incluindo a apoptose e o ciclo celular, tem sido associada a
carcinogénese cervical (HE et al., 2016; MIAO et al., 2020; PEDROZA-TORRES et al.,
2014; SHEN et al., 2019)

2.2 MiRNAs

A expressao desregulada de diferentes moléculas, incluindo miRNAs, parece
desempenhar papel importante na transformacao celular desde a infecgao pelo HPV,
até o desenvolvimento de LIE e CC (BERTI et al., 2019; TORNESELLO et al., 2020).
Estes pequenos RNAs nao codificadores emergiram como uma nova classe de RNAs
reguladores, com relevancia em processos celulares essenciais. Em 1993, estes
foram pela primeira vez descritos como reguladores fundamentais para o
desenvolvimento pds-embrionario de Caenorhabditis elegans (LEE; FEINBAUM,;
AMBROS, 1993), e desde 2001 designados como miRNAs (ou microRNAs) (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001). Até 2019, sequéncias de miRNAs pertencentes a 271



37

organismos ja foram descritas, totalizando aproximadamente 48.860 miRNAs
maduros, derivados de mais de 38.589 moléculas precursoras. Desses, pelo menos
2.600 miRNA maduros, derivados de mais de 1.900 moléculas precursoras sao
descritas em humanos (BERTI et al., 2019).

Os miRNAs destacam-se como uma classe de RNAs fita-simples, nao
codificadores, com 18-25 nucleotideos de comprimento, que regulam a expresséo
génica através da interagdo com a regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR, do inglés 3’
untranslated region) do RNA mensageiro (mMRNA) alvo, impedindo a tradugédo ou
promovendo a degradagdo do mRNA (BARTEL, 2004). Como consequéncia, acredita-
se que um ter¢o do transcriptoma humano seja regulado por miRNAs, o que pode
significar a participacdo potencial dessas moléculas na regulacdo dos diferentes
eventos biolégicos (BERTI et al., 2019).

2.2.1 Biogénese e Principais Fungbées

A biogénese dos miRNAs envolve um complexo sistema de proteinas.
Basicamente, os genes que codificam miRNAs s&o transcritos pela RNA polimerase
[ em um longo miRNA primario (pri-miRNA), o qual contém o cap 7-metilguanosina e
a cauda poli (A). Posteriormente, ainda no nucleo, essa estrutura é clivada por um
complexo proteico do qual fazem parte uma RNase Ill (Drosha) e a proteina Pasha ou
DGCRS8 (do inglés, DiGeorge Syndrome Critical Region 8 protein) que apresenta um
dominio de ligacao para RNA dupla fita (dsRNA, do inglés double-stranded RNA). A
clivagem resulta no miRNA precursor (pré-miRNA), com cerca de 70 nucleotideos de
comprimento, contendo um trecho de fita dupla e uma alc¢a de fita simples, formando
uma estrutura em grampo (ou hairpin). O pré-miRNA é exportado pela Exportina-5
(EXP5) para o citoplasma, onde é clivado pela Dicer, gerando um miRNA maduro. A
Dicer € uma RNase Ill envolvida na incorporagao de uma das fitas do miRNA ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), do qual faz parte a proteina
Argonauta (Ago2) juntamente com outras proteinas. Este complexo permite o
pareamento entre a fita do miRNA incorporada e a regiao complementar do mRNA
alvo por complementaridade de bases. Normalmente, quando a complementaridade
e total, ocorre degradagdo do mRNA; quando é parcial, a inibigdo da tradugéo ocorre
(BARTEL, 2004, 2009, 2018). A FIGURA 2 traz uma visao geral sobre a biogénese de
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mMiRNAs, além de apresentar etapas alternativas as usualmente descritas. Somadas,

estas refletem a complexidade da biogénese dessas moléculas.

FIGURA 2 - VISAO ESQUEMATICA DA BIOGENESE DE miRNAs
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LEGENDA: Setas cheias representam as vias usualmente descritas (canbnicas), enquanto setas
tracejadas representam vias alternativas que vém sendo propostas (ndo canbnicas).
Convencionalmente, genes de miRNAs localizam-se em regi6es intergénicas (tendo seus préprios
promotores) ou em regides intronicas (compartilhando o promotor do gene no qual estao inseridos) (1),
sendo estes comumente transcritos pela RNA polimerase Il (2). Os pri-miRNAs s&o entdo processados
pela Drosha em pré-miRNAs (3), sendo estes exportados do nucleo para o citoplasma pela EXP5 (4).
Uma vez no citoplasma, o pré-miRNA é convertido em um duplex miRNA:miRNA* pela Dicer, gerando
um miRNA maduro (5). Em geral, uma das fitas do miRNA é incorporada ao complexo RISC,
permanecendo no citoplasma. Normalmente, a fita incorporada ao RISC tem como alvo a regido 3'UTR
fim, estes miRNAs podem ser secretados para o ambiente extracelular, ligados a proteinas
transportadoras como Ago2 ou carregadas em VEs (13). Eventualmente, algumas etapas alternativas
podem ocorrer como: genes de miRNAs podem ser originados da transcrigdo e processamento a partir
da fita antisenso (1), sendo transcritos pela RNA polimerase Il (2); os pri-miRNAs podem ser
processados pela Drosha em pré-miRNAs (3), assim como pela Dicer (5), por processamento
alternativo. Pode haver também a importagdo de miRNAs maduros para o nucleo (6), local onde estes
podem regular positivamente ou negativamente a transcricdo de genes alvo (7), ou podem ainda
permanecer no citoplasma ligando-se a regidao 5'UTR de determinado mRNA alvo, exercendo regulagao
pos-transcricional positiva, facilitando a tradugdo (9). O duplex miRNA:miRNA* é composto por duas
fitas: a correspondente ao mMiIRNA maduro (denominado de miRNA guia ou miRNA) e a fita
complementar (denominada miRNA passageiro ou miRNA*), a qual é, em geral, degradada. Ago2,
proteina Argonauta; EXP5, Exportina-5; RISC, complexo de silenciamento induzido por RNA; UTR,
regido ndo traduzida; VE, Vesiculas Extracelulares. FONTE: Adaptado de Berti et al., 2019.
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2.2.2 MiRNAs na Regulagédo da Expressao Génica

Conforme visto anteriormente, € bem estabelecida a atuagédo dos diferentes
MiRNASs no citoplasma e seu papel como importantes reguladores pos-transcricionais
negativos, especialmente degradando mRNAs alvo ou regulando negativamente a
traducao. E através desses mecanismos classicamente descritos que estas pequenas
moléculas regulam até um terco dos genes humanos codificadores, controlando
processos celulares fundamentais, incluindo proliferagao, diferenciacdo, apoptose e
metabolismo (GEBERT; MACRAE, 2018; O'BRIEN et al., 2018). Todavia, mais
recentemente, outras fungdes regulatdrias associadas aos miRNAs vém sendo
descritas, a exemplo de sua acgao transcricional quando estes permanecem ou
retornam para o nucleo, incluindo silenciamento e ativagdo de genes, através da sua
ligacao a RNAs nascentes e regides promotoras (LIU et al., 2018).

Adicionalmente, apesar de considerados como elementos regulatérios
“ativos”, enquanto seus mRNAs alvo sido tidos como “alvos passivos”, novas
evidéncias demonstram que essas moléculas podem ser alvo de outros RNAs, sendo
protagonistas de redes de interagdo denominadas redes de competicdo enddgena
(SALMENA et al., 2011). Nestas, participam diferentes transcritos denominados
ceRNAs, incluindo RNAs longos nao-codificadores (IncRNAs), mMRNAs, pseudogenes
e RNAs circulares (circRNAs). Estes ceRNAs competem por um determinado pool de
miRNAs, através de sequéncias especificas, denominadas elementos de
reconhecimento de miRNA (MRE, do inglés microRNA response elements). Tais
sequéncias sao comuns as diferentes moléculas competidoras e complementares a
sequéncia especifica presente no miRNA alvo, pelo qual estas tém potencial de
competir (KARTHA; SUBRAMANIAN, 2014). Como consequéncia, o miRNA alvo fica
impedido de exercer sua agao pos-transcricional negativa sobre seu(s) mRNA(s) alvo
(SALMENA et al., 2011).

A complexidade e dinamismo desse “hovo” mecanismo, somada as novas
descobertas relacionadas as potenciais fungdes pos-transcricionais positivas dos
miRNAs, reforcam o quanto ainda é pouco compreendido o papel destes, assim como
dos diferentes ncRNAs na regulagédo da expressao génica. Apesar do grande volume
de novas evidéncias, inumeras lacunas precisam ainda ser preenchidas a fim de se

elucidar por completo a fungao destas moléculas.
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2.2.3 MiRNAs no Contexto do CC

Conforme mencionado, diferentes miRNAs regulam diversos processos
celulares, sendo, conjuntamente, reguladores-chave na manutencdo da homeostase
de diferentes tecidos, 6rgaos e sistemas. Estudos avaliando a expressao diferenciada
de miRNAs em diferentes érgaos e tecidos sugerem que os perfis de expressao de
miRNAs sado fortes indicadores da identidade tecidual, além da fungdo de
determinados miRNAs ja ter sido relatada como érgao/tecido-especifica em alguns
casos (GUO et al.,, 2014; LAGOS-QUINTANA et al., 2002). Por sua vez, a
desregulagado da expressao destes tem sido extensivamente associada a uma vasta
gama de doencas, incluindo infecgdes virais e cancer (ARDEKANI; NAEINI, 2010;
BARTEL, 2018; CONDRAT et al., 2020).

Curiosamente, um unico miRNA ¢é capaz de controlar a expressdo de
centenas de genes codificadores de proteinas e modular um amplo espectro de
fungdes bioldgicas como proliferagao, diferenciacao, reparo do DNA, adesao celular,
sobrevivéncia, senescéncia e apoptose — processos fundamentais para a
tumorigénese. Por conta disso, a desregulagéo da expressao dessas moléculas tem
sido descrita como intimamente associada ao desenvolvimento e progressao de
tumores (HATA; KASHIMA, 2016). Nesse contexto, esses miRNAs podem ser
classificados como “oncomiRs” ou como miRNAs supressores tumorais. Enquanto os
“‘oncomiRs” favorecem o processo tumoral, estando geralmente aumentados em
determinados canceres, os miRNAs supressores tumorais atuam inibindo processos
relacionados a tumorigénese, tendo sua expresséao diminuida nos tecidos tumorais.
Adicionalmente, o mesmo miRNA pode atuar como oncomiR ou supressor tumoral em
diferentes contextos celulares (SVORONOS; ENGELMAN; SLACK, 2016).

Inumeros miRNAs ja foram descritos como desregulados desde a infecgao
pelo HPV até a progressao para os estagios de LIE e CC (ABBAS et al., 2021; BERTI
et al., 2019), impactando multiplos processos celulares. Tal desregulagdo tem sido
intimamente associada a patogénese cervical como um todo, desde o inicio e
progressao para o CC, incluindo a ocorréncia de metastase, até a resposta a terapia
(radiossensibilidade e quimiossensibilidade) (ABBAS et al., 2021; DWIVEDI et al.,
2021; MIAO et al., 2020). A titulo de exemplo podemos citar a participagao de alguns
miRNAs no processo de carcinogénese cervical, como o oncomiR miR-155-5p,

responsavel por estimular a proliferagdo, migracéo, invasao e crescimento, assim
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como por inibir a apoptose, favorecendo a progressao tumoral (LAO et al., 2014; LI et
al., 2019a). Outro exemplo é o miR-148a-3p, descrito como miRNA supressor tumoral
no contexto do CC, sendo responsavel por inibir a proliferagdo, migracao e invasao,
enquanto induz a apoptose, inibindo assim a progressdo tumoral (ZHANG et al.,
2019b).

De maneira geral, tais padrdes de desregulagao refletem, portanto, o processo
patolégico presente em determinado tecido-6rgdo. Somado a isso, considerando que
tais moléculas apresentam a maioria dos critérios exigidos para um biomarcador ideal,
como acessibilidade, alta especificidade e sensibilidade, diferentes “perfis/assinatura
de miRNAs” vém sendo propostos na literatura especialmente na ultima década
(CONDRAT et al., 2020).

2.2.4 MiRNAs Circulantes no Cancer

Inicialmente, acreditava-se que miRNAs nao poderiam ocorrer de forma
estavel em biofluidos como soro ou plasma, uma vez que RNAs, de maneira geral,
tendem a ser rapidamente degradados pela presenga de RNases quando no meio
extracelular. Surpreendentemente, miRNAs extracelulares mostraram-se altamente
estaveis, indicando que estes de alguma forma estariam protegidos da degradacgéo
por estas enzimas (SADIK et al., 2018). Nas ultimas duas décadas, evidenciou-se a
presenca de miRNAs circulantes em diferentes biofluidos (sangue, urina, saliva, leite
materno, entre outros) (KAl; DITTMAR; SEN, 2018a; WEBER et al., 2010).

Basicamente, acredita-se que estes possam se originar de duas formas: 1) a
partir de processos patolégicos como dano tecidual, necrose ou apoptose,
permanecendo em sua forma livre, porém associados a proteinas que conferem certa
estabilidade e protecdo aos mesmos, sendo entdo denominados miRNAs livres ou
“cell-free” (MO et al., 2012); ou 2) secretados de maneira seletiva para o ambiente
extracelular dentro de VEs, especialmente em exossomos, sendo denominados
miRNAs exossomais ou, de maneira geral, miRNAs-VE (KALLURI; LEBLEU, 2020).
Juntos, miRNAs livres e miRNAs-VE compde o pool circulante de miRNAs em
determinado biofluido (KAI; DITTMAR; SEN, 2018b). Estima-se que aproximadamente
10% do conteudo circulante de miRNAs esteja presente em exossomos, enquanto 0s
outros 90% forme complexos com proteinas como a Ago2, a nucleofosfamina (NPM1),
e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (ARROYO et al., 2011; CONDRAT et al.,
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2020; CORTEZ et al., 2011; VICKERS et al., 2011). Adicionalmente, ao pool de
miRNAs circulantes somam-se outros componentes, compondo um pool “mais
complexo”. Este é formado por diversos materiais derivados do tumor, os quais podem
refletir a dindmica deste e ser utilizado como estratégia diagndéstica/prognostica (ALIX-
PANABIERES; PANTEL, 2016; IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021; KELLEY;
PANTEL, 2020).

2.3 Biopsia Liquida

A partir da analise de diferentes materiais circulantes derivados de células
tumorais, propds-se o termo "bidpsia liquida". Inicialmente focando em células
tumorais circulantes (CTCs) ou fatores circulantes derivados de tumor, em particular,
DNA tumoral circulante (ctDNA) ou DNA livre circulante (cfDNA) (ALIX-PANABIERES;
PANTEL, 2016; PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2010, 2019), atualmente este termo
estende-se para diversas moléculas, incluindo subpopulacdes de plaquetas, assim
como miRNAs livres ou vesiculares (ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2021; AMELIO et
al., 2020; IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021; ZHANG et al., 2017). A FIGURA
3 apresenta uma visao geral esquematica de possiveis aplicagées da bidpsia liquida.

Numa era em que a medicina de precisdo/personalizada - que tem como foco
o individuo baseando-se na utilizacdo de testes genéticos, identificacdo de
biomarcadores e desenvolvimento de terapia-alvo — vem crescendo, acompanhado
de expressivo desenvolvimento tecnoldgico na area oncoldgica, a bidpsia liquida
surge como instrumento importante que tem alto potencial de auxiliar na
implementacéo de estratégias terapéuticas individualizadas (FERNANDEZ-LAZARO
et al., 2020; WANG et al., 2017). Tida como uma das estratégias mais inovadoras e
promissoras em oncologia médica, esta possui alto potencial como ferramenta de
rastreamento e detecgao precoce, além de permitir o acompanhamento em tempo real
do estado do paciente apos o diagnostico, assim como durante e depois do tratamento
(PANTEL; ALIX-PANABIERES, 2019) .



43

FIGURA 3 - APLICAGOES CLINICAS DIVERSAS DE BIOPSIA LIQUIDA

Figado
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LEGENDA: Uma unica amostra de sangue pode conter uma variedade de tipos celulares e produtos
derivados destas células, provenientes de varios locais de tumor em todo o corpo. A andlise de
materiais derivados do tumor — bidpsia liquida — pode servir a varios propdsitos no tratamento do
cancer, como: (1) na deteccédo precoce de cancer (esta abordagem pode auxiliar também para
investigar e esclarecer anormalidades detectadas em exames de imagem, como mamografia ou
tomografia computadorizada de pulmé&o); (2) na vigilancia para detecgdo de doenga micrometastatica,
que pode surgir logo apés tratamento do tumor primario, permitindo avaliar o risco de recorréncia da
doenga e auxiliando no manejo adequado de doenga recorrente, quando necessario; (3) na orientagao
em relagcdo ao tratamento adequado (selegdo da opgdo terapéutica mais apropriada para cada
paciente), assim como acompanhamento de respostas ao tratamento, especialmente em pacientes
com doenga metastatica (por meio da caracterizagdo dindmica de mudancgas na carga tumoral e na
biologia da doenca observadas em biopsias liquidas). CTC, célula tumoral circulante; ctDNA, DNA
tumoral circulante; TEPs, plaquetas “educadas” por tumor. FONTE: Adaptado de Ignatiadis et al., 2021.

De maneira geral, o termo “bidpsia liquida” (ou bidpsia de fluido ou de fase
fluida) € a amostragem e analise de material bioldgico nao sélido, principalmente o
sangue. Este, certamente, é o biofluido mais estudado e bem caracterizado até o
momento no que diz respeito a bidpsias liquidas (AMELIO et al., 2020). Todavia, o
termo pode ser igualmente estendido a diversos outros fluidos corporais, como saliva,
urina, fluidos seminais e secregbes, uma vez que nestes também podem ser
detectados diferentes componentes tumorais (BARDELLI; PANTEL, 2017). Ainda néo
se sabe ao certo se estes refletem a dindmica tumoral em sua totalidade como

acredita-se que amostras de sangue circulante reflitam (MADER; PANTEL, 2017).
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2.3.1 Vantagens da Biopsia Liquida

A bidpsia liquida parece superar algumas limitagdes da “bidpsia sélida”
(convencional), tendo como principais vantagens: contemplar a heterogeneidade do
tumor (diferentes subclones derivados do tumor s&o liberados na corrente sanguinea,
por exemplo); ser de facil acesso, especialmente no caso de alguns tumores, cujo
acesso é muitas vezes limitado; poder ser realizada em tempo real e com maior
frequéncia (amostras repetidas podem ser coletadas permitindo acompanhar resposta
ao tratamento, por exemplo); ter baixo custo e requerer menos tempo para sua
execucao (CONDRAT et al., 2020).

Adicionalmente, a combinagdo dessa abordagem n&o invasiva (ou
minimamente invasiva), juntamente com o estudo das “6micas” relacionadas
(incluindo a gendmica, transcriptémica e protedmica), levou a resultados promissores
no mundo da oncologia moderna (AMELIO et al., 2020). Apesar dos avangos notaveis
alcancados nos ultimos anos, até agora as analises em biopsia liquida raramente tém
sido implementadas na rotina clinica. As aplicagdes clinicas relacionadas ao
acompanhamento de pacientes diagnosticados com céancer, no sentido de prever
recidivas e orientar a terapia estdo se tornando mais evidentes, enquanto sua
aplicagdo para a deteccdo precoce do cancer ainda permanece um desafio
substancial (IGNATIADIS; SLEDGE; JEFFREY, 2021).

2.3.2 Biopsia Liquida no Contexto do CC

No contexto do CC e das lesdes que o precedem o uso de bidpsias liquidas,
especialmente a partir de sangue, pode representar uma estratégia bastante
interessante. Apesar do rastreamento e diagnéstico de LIE e CC ser amplamente
realizado através do exame preventivo, este apresenta baixa sensibilidade e
reprodutibilidade (LIANG et al., 2021); parametros que sédo “melhorados” quando
realizado o exame preventivo em conjunto com o teste de detec¢cdo de DNA de HPV
por captura hibrida (DNA-HPV). Todavia, essa € uma realidade em paises
desenvolvidos, mas ndo em paises em desenvolvimento, como o Brasil.
Adicionalmente, em paises de baixa e média renda, questbes socioecondmicas,
culturais, religiosas, entre outras, tornam ainda mais dificil o rastreamento do CC.

Nesse cenario, o uso de biopsias liquidas a partir de amostras de sangue,



45

principalmente, pode se tornar uma alternativa em situagdes particulares, tanto no
rastreamento, quanto no diagndstico e acompanhamento de LIE e CC (CAFFORIO et
al., 2021).

De acordo com o material analisado, diferentes aplicagbes, assim como
vantagens e desvantagens, sdo propostas. Por exemplo, a analise de CTCs em
bidpsia liquida a partir de plasma de pacientes com LIE ou CC traz como vantagem a
possibilidade de se visualizar células intactas, as quais poderiam ser caracterizadas
morfologicamente e imunofenotipicamente (PAN et al., 2019). Em pacientes com CC,
por exemplo, a contagem de CTCs poderia ser associada ao estadiamento do tumor
(PAN et al., 2019), ter valor prognéstico (DU et al., 2020; TEWARI et al., 2020; WEN
et al., 2018), e auxiliar na selegao do tratamento (CHUNG et al., 2017). Dentre as
limitacbes, pode-se ressaltar a falta de padronizacao, especialmente pré-analitica, a
qual pode refletir na contagem limitada destas células (CAFFORIO et al., 2021;
NEUMANN et al., 2018). Adicionalmente, o potencial uso de ctDNA (ou cfDNA) como
estratégia diagndstica e prognostica, assim como ferramenta no monitoramento da
resposta ao tratamento (CABEL et al.,, 2021; TIAN et al., 2019) e ocorréncia de
metastase (KANG et al., 2017; TIAN et al., 2021) também vem sendo avaliado. A
analise de DNA-HPV circulante como biomarcador do CC também vem sendo
proposta (CHEUNG et al., 2019; PORNTHANAKASEM et al., 2001), tendo este alta
sensibilidade e moderada especificidade (GU et al., 2020).

Mais recentemente, o uso de miRNAs vesiculares, como o0s presentes em
exossomos, no rastreamento de lesbdes precursoras e CC vem sendo estudado e
proposto (ACEVEDO-SANCHEZ et al., 2021; CHIANTORE et al., 2020; NAHAND et
al., 2020; SADRI NAHAND et al., 2020). Considerando que, em termos gerais, estes
sdo altamente estaveis, tendo elevada sensibilidade e especificidade, aposta-se no
potencial destes como promissores biomarcadores de diagndstico e progresséo.
Todavia, ainda s&o muitas as limitagbes relacionadas a falta de padronizagdo quanto
ao isolamento de VEs em geral, assim como relacionadas a quantificagcdo das
moléculas presentes nestas, incluindo os miRNAs-VE (CONDRAT et al., 2020;
NAHAND et al., 2020), tornando evidente a necessidade de grandes esforgos a fim de

validar e padronizar as metodologias propostas antes de seu uso clinico.
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2.4 Vesiculas Extracelulares (VEs)

Ha tempos é conhecida a capacidade de determinadas células especializadas
liberarem no meio extracelular vesiculas contendo moléculas como horménios ou
neurotransmissores (DUNANT, 1994; HUTTNER et al., 1995). Todavia, apenas mais
recentemente, consolidou-se a ideia de que todas as células sao virtualmente capazes
de secretar diferentes tipos de vesiculas com conteudo heterogéneo, sendo essas
conhecidas como VEs. Este processo, apesar de descoberto recentemente, € um
mecanismo conservado ao longo da evolugao, presente tanto em bactérias quanto em
eucariontes (DEATHERAGEA; COOKSONA, 2012).

Estas foram inicialmente descritas na década de 80, como sendo liberadas a
partir de células sanguineas (ALLAN; THOMAS; LIMBRICK, 1980) e linhagens
celulares neoplasicas (TRAMS et al., 1981). Inicialmente, acreditava-se que estas
eram meros carreadores de moléculas “ndo mais necessarias” as células que as
secretavam. Porém, diversos estudos subsequentes revelaram a importancia dessas
nanoparticulas e seu papel crucial na sinalizagao celular de diferentes processos
biolégicos (LO CICERO; STAHL; RAPOSO, 2015). Em 2007, por exemplo, a
transferéncia de miRNAs e mRNAs mediada por VEs, como um “novo” mecanismo de
troca genética entre células foi demonstrada (VALADI et al., 2007).

Na sequéncia, inumeros trabalhos foram publicados consolidando a ideia de
que diferentes moléculas, incluindo miRNAs, sao carreados por VEs, estando
ativamente envolvidos na comunicacdo intercelular e transducdo de sinais em
diversos fluidos biolégicos, desempenhando assim papel crucial no desenvolvimento,
progressao e evolugdo de tumores (DAl et al., 2020; VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018). A participagdo de VEs em diversos processos bioldgicos tem sido
relatada na literatura, tanto em condigdes fisioldgicas (sinalizagao do sistema imune,
coagulagao sanguinea, manutencgao de células tronco, reparo tecidual e processos de
sinalizagao), quanto em condig¢des patoldgicas, incluindo infecgbes virais e cancer.
Como consequéncia, estas tém sido consideradas potenciais biomarcadores de
diagndstico/progndéstico em condigbes patoldgicas, até mesmo pelo seu proprio
conteudo genético, incluindo a presenca de miRNAs (DOYLE; WANG, 2019).
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2.4.1 Biogénese e Classificagao

Basicamente, as VEs caracterizam-se como um grupo heterogéneo de
estruturas derivadas da membrana celular, compreendendo subpopulagdes distintas
(VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Por conta de sua origem, estas sé&o
compostas por uma bicamada lipidica, sendo naturalmente secretadas por uma
grande variedade de tipos celulares, incluindo células tumorais (MINCIACCHI;
FREEMAN; DI VIZIO, 2015). Baseado no conhecimento corrente sobre sua
biogénese, atualmente as VEs sdo divididas em duas categorias principais:
exossomos e microvesiculas (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; VAN NIEL;
D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Ao pool de VEs somam-se outras estruturas adicionais,
como 0s corpos apoptoéticos. A medida em que a pesquisa relacionada a biogénese,
morfologia e composigao das VEs, assim como estudos relacionados a fungao destas,
avanca, a nomenclatura das mesmas sofre alteracdes e adequacdes (THERY et al.,
2018; VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).

De maneira geral, os exossomos possuem dimensao entre 50-150 nm (VAN
NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018) [variacdes referentes a este intervalo sao
encontradas na leitura, como entre 30-150 nm (DOYLE; WANG, 2019), ou entre 40-
160 nm (DAI et al., 2020), por exemplo], sendo resultantes da fusdo dos corpos
multivesiculares do ultimo compartimento endossomal com a membrana celular,
seguido de liberacdo no meio extracelular. Podem também apresentar nomes
alternativos, de acordo com a célula de origem, seu tamanho ou mesmo sua
morfologia, apesar de o termo “exossomo” ser o mais aceito e usual na literatura atual
(DAl et al., 2020; DOYLE; WANG, 2019; VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).
Por sua vez, as microvesiculas apresentam dimensao entre 50-500 nm em média
(variagcbes referentes a este intervalo também séo encontradas na literatura, como
entre 100-1000 nm, por exemplo), sendo vesiculas oriundas da membrana plasmatica.
Podem também ser denominadas microparticulas, oncossomos, entre outros nomes
(VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Detalhes relacionados a biogénese destas
VEs sdo mais bem descritos na revisao feita por van Niel et al. (2018). A FIGURA 4

apresenta caracteristicas gerais das VEs.
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FIGURA 4 - CARACTERISTICAS GERAIS DAS VESICULAS EXTRACELULARES
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LEGENDA: VEs s&o formadas a partir da membrana celular (microvesiculas) ou resultantes da fusao
dos corpos multivesiculares do ultimo compartimento endossomal com a membrana celular
(exossomos), seguido de liberagcdo no meio extracelular. Exossomos e microvesiculas variam nao
apenas quanto a origem, mas também tamanho. Exossomos tém em média de 50-150 nm, enquanto
microvesiculas tém tamanho médio de 50-500 nm (podendo medir até 1 um). Diferentes subpopulagdes
de VEs podem transportar varias moléculas como proteinas, lipidios e acidos nucleicos, incluindo
miRNAs; podendo este conteudo variar de acordo com o tipo celular e condi¢cdes a que tais células se
encontram expostas. Acredita-se que a composi¢ao especifica afeta diretamente o destino e a fungao
das respectivas VEs, destacando a importancia dos mecanismos de carregamento seletivo das
mesmas. Adicionalmente, sabe-se que, dependendo do tipo celular, as VEs liberadas por este tendem
a exibir um conjunto de proteinas especifico em sua membrana, o qual esta igualmente associado ao
destino dessas VEs, assim como as fungdes especificas que estas executardo. Apesar de diferentes
mecanismos de biogénese, exossomos e microvesiculas apresentam aparéncia semelhante, tamanho
sobreposto e composigao frequentemente comum. *Outros nomes sem tradugédo bem definida ainda
em portugués (blebbing vesicles; shedding vesicles; ARMMSs, arrestin-domain-containing protein
1-mediated microvesicles). ALIX, ALG-2 interacting protein X; APP, proteina precursora amiloide;
ARF6, ADP-ribosylation factor 6; CMV, corpo multivesicular; CXCR4, receptor 4 de quimiocina CXC;
ERK, quinase regulada por sinal extracelular; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; GTP,
trifosfato de guanosina; HSP, proteina de choque térmico; HSPG, proteoglicano de heparam sulfato;
ICAM, molécula de adeséo intercelular; LBPA, acido lisobisfosfatidil; LFA1, antigeno-1 associado a
fungéo linfocitaria; MHC, complexo principal de histocompatibilidade; PECAM1, molécula-1 de adesao
celular endotelial a plaquetas; PLD, fosfolipase D; PMEL, premelanosome protein; PrP, proteina
pridnica; ROCK, proteina quinase associada a Rho; TCR, receptor de célula T; TDP43, proteina de
ligacdo ao DNA TAR 43; TFR, receptor de transferrina; TSG101, tumour susceptibility gene 101 protein;
TSPAN, tetraspanina; VIL, vesiculas intraluminais; VPS, vacuolar protein sorting-associated protein;
WNT, wingless-type MMTYV integration site family. FONTE: Adaptado de van Niel et al., 2018.

Conforme demonstrado na FIGURA 4, a membrana dos exossomos € rica em
moléculas. Nela, incluem-se diversas proteinas encontradas amplamente em
exossomos, como as tetraspaninas CD63, CD9 e CD81, entre outras; assim como

proteinas especificas para diferentes tipos celulares. Adicionalmente, lipideos e
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moléculas de ades&o, como integrinas e caderinas, podem também ser encontradas

na membrana dessas nanoparticulas.

2.4.2 Conteudo e Funcéao

Na literatura, € bem estudado e consolidado o fato de exossomos carregarem
uma variedade de moléculas em seu lumen, incluindo proteinas, mMRNAs, miRNAs e
IncRNAs, entre outros. Estes sao secretados por uma vasta gama de células e, apos
sua liberagao no meio extracelular, podem se romper e liberar seu conteudo no meio
extracelular, ou permanecer intactos, aptos a interagirem com células alvo tanto a
curta, quanto a longa distancia. Tais interagdes podem ocorrer de forma direta ou por
diferentes tipos de endocitose. Os exossomos estao presentes em todos os fluidos
biolégicos investigados até o presente momento (ELEWAILY; ELSERGANY, 2021),
inclusive no fluido cérvico-vaginal (ELLWANGER; VEIT; CHIES, 2017).

A diversidade do conteudo exossomal parece traduzir a ampla variedade de
funcdes bioldgicas exercidas por estas VEs. Comunicagao celular e transporte de
biomoléculas estdo, sem duvida, entre suas fungdes mais importantes. Todavia,
receptores celulares, moléculas de adesdo, citocinas e outras moléculas de
sinalizagdo celular podem também ser transportadas através de exossomos,
demonstrando seu potencial papel imunomodulador e regulador de diversas fungoes
biolégicas (DAI et al., 2020; SIMONS; RAPOSO, 2009; VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018). O envolvimento dessas VEs no microambiente tumoral, regulando
crescimento, angiogénese, entre outras fungdes, assim como sua interagéo com sitios
mais distais, participando de processos como migragéo, invasdo e metastase, vém
sendo amplamente descrito e tém sido cada vez melhor compreendido (VAN NIEL;
D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Por conta da sua natureza, sendo seletivamente
empacotados, somado ao seu efeito “pleiotropico”, os exossomos tém ganhado
grande atencdo da comunidade cientifica, se destacando como “protagonistas” no
processo de carcinogénese e estratégia diagnostica e progndstica promissora no
contexto do cancer em geral, inclusive com potencial terapéutico (DAl et al., 2020).

Em relacdo ao conteudo das microvesiculas, novas evidéncias vém
demonstrando que estas podem conter ndo apenas proteinas e lipideos derivados da
membrana plasmatica, como acreditava-se anteriormente; a presenca de diferentes

acidos nucleicos, incluindo miRNAs, pequenos RNAs de interferéncia e INncRNAs tem
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sido descrita (CHEN; LI; LIU, 2018; TURCHINOVICH; DRAPKINA; TONEVITSKY,
2019). Acredita-se que a presenga deste conteudo seja aleatoria, reflexo do
mecanismo de biogénese desta subpopulagao, e portanto ndo seletiva (LO CICERO;
STAHL; RAPOSO, 2015). De qualquer forma, ela tende a refletir o conteudo celular
de um dado momento, e uma dada condic¢ao fisioldgica ou patologica. Igualmente,
funcbes associadas a comunicagao intercelular ndo sdo tdo bem descritas para
microvesiculas, porém, uma vez que as mesmas carregam componentes de suas
células mae, estas podem exercer efeitos como imunoregulagao e transducao de
sinais (CHEN; LI; LIU, 2018).

Adicionalmente, acredita-se que cada tipo celular libere VEs de acordo com o
estado fisiolégico ou patologico. Muitos esforcos estdo sendo conduzidos a fim de
melhor isolar e caracterizar diferentes subpopulagdes de VEs, e consequentemente
caracterizar adequadamente o conteudo destas em diferentes momentos/situacoes
bioldgicas (VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018). Dessa maneira, sera possivel
elucidar mais precisamente os mecanismos subjacentes associados a diferentes

conteudos vesiculares.

2.4.3 miRNAs-VE no Contexto do CC

Apesar dos avangos recentes, a pesquisa envolvendo miRNAs-VE no
contexto do CC ainda é bastante inicial. Praticamente todos os artigos publicados até
o presente momento investigaram o papel de miRNAs exossomais na carcinogénese
cervical ou tumorigénese HPV-mediada/induzida, incluindo abordagens in vitro e in
vivo. Apenas uma publicagdo demonstrou a participagcdao de um miRNA presente em
microvesiculas derivadas de uma linhagem de CC neste processo. Nela, demonstrou-
se que a modulagao da expressao dos genes E6/E7 regula, por sua vez, a expressao
do miR-377 em microvesiculas derivadas de células cervicais tumorais. Demonstrou-
se, ainda, que a cultura de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) na
presenca de microvesiculas superexpressando miR-377 levou a inibicdo da
angiogénese, entre outros efeitos (ZHANG et al., 2020).

Em relagao ao papel dos exossomos no contexto do CC, até meados de 2019,
poucos estudos investigando o envolvimento de miRNAs exossomais haviam sido
publicados, sendo a grande maioria destes estudos realizada com experimentos in

vitro. Apenas um estudo envolvendo material biolégico de pacientes (fluido cérvico-
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vaginal) havia sido publicado até entdo. Neste, os niveis exossomais de dois
oncomiRs — miR-21 e miR-146a — foram avaliados em controles sem CC e sem HPV,
em pacientes sem CC e HPV-positivos, assim como em pacientes com CC e HPV-
positivos. Ambos miRNAs foram significativamente mais abundantes em exossomos
derivados do fluido cérvico-vaginal de pacientes com CC em comparagéo aos outros
grupos. Adicionalmente, os niveis destes foram maiores no grupo HPV-positivo em
comparagao ao grupo HPV-negativo, sugerindo a importante contribuicdo da infecgao
viral na regulagao dos niveis destes miRNAs exossomais (LIU et al., 2014). Detalhes
sobre os estudos mencionados acima sao mais bem descritos na revisao de literatura
apresentada no APENDICE 3.

Mais recentemente, novos trabalhos avaliando a expressao e/ou o papel de
diferentes miRNAs exossomais in vitro (tecido ou linhagens celulares cervicais)
reforgaram a participagao destes em diferentes processos biolégicos como invaséo,
migracao, angiogénese e metastase (WU et al., 2019; YOU et al., 2021; ZHANG et al.,
2019a). De maneira semelhante, novas publica¢des investigando os niveis e/ou papel
de miRNAs exossomais em materiais clinicos diversos (plasma, soro e fluido cérvico-
vaginal) somaram-se a estes.

Objetivando-se identificar miRNAs exossomais candidatos a fim de auxiliar no
rastreamento do CC e de LIE, Zheng et al. (2019) sequenciaram o conteudo
exossomal plasmatico de voluntarias sem lesao e de pacientes com LIE ou CC. Em
seguida, propuseram um painel com oito miRNAs exossomais capaz de diferenciar
voluntarias saudaveis/pacientes com LIEBG de pacientes com LIEAG/CC. Por fim, os
MiRNAs exossomais let-7d-3p e miR-30d-5p destacaram-se como potenciais
biomarcadores de diagnostico, sendo estes significativamente menos abundantes em
amostras LIEAG/CC em relagdo a amostras controle/LIEBG (ZHENG et al., 2019).

Posteriormente, Lv et al. (2021) sequenciaram o conteudo exossomal de
plasma de controles e pacientes com CC. Ao total, 39 miRNAs exossomais foram
reportados como diferencialmente quantificados entre os dois grupos. Posteriormente,
o miRNA exossomal miR-125a-5p foi selecionado para validagdo em um grupo maior
de participantes, sendo seus niveis significativamente mais baixos em pacientes com
CC em relacao a controles, sugerindo seu potencial valor para diagnéstico do CC (LV
et al., 2020).

Recentemente, Zhou et al. (2021) reportaram o papel do miRNA exossomal

miR-1468-5p, derivado de células tumorais cervicais, na promogao da angiogénese,
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interagindo com uma vasta gama de moléculas e células adjacentes. Além de propor
um mecanismo de comunicagao intercelular mediada por este miRNA, os autores
também reportaram a quantificacdo diferencial do miR-1468-5p em exossomos
derivados do soro de voluntarias sem CC e com CC (sendo a quantificdo maior em
pacientes com CC em relagao a controles). Além disso, o nivel de quantificagcdo sérica
exossomal deste miRNA foi também associado a parametros clinicos importantes,
sendo a maior quantificacdo do miR-1468-5p associada ao pior progndstico em
pacientes com CC (ZHOU et al., 2021b).

Adicionalmente, mudangas nos niveis de miRNAs presentes em exossomos
derivados de fluido cérvico-vaginal foram observadas em resposta a infeccéo pelo
HPV16. Um total de 100 miRNAs exossomais foi diferencialmente quantificado entre
amostras HPV16-negativas e HPV16-positivas. Diferentes miRNAs tiveram niveis
aumentados (incluindo o miR-6865-5p, miR-3190-3p, MiR-6815-5p e miR-802) ou
diminuidos (incluindo o miR-363-5p, miR-548-5p, miR-621 e miR-645) em amostras
HPV16-positivas quando comparadas a amostras HPV16-negativas, evidenciando
mais uma vez a influéncia da infec¢do viral (nesse caso, pelo HPV16) sobre o
transcriptoma da célula hospedeira, e sobre os miRNAs exossomais empacotados e
liberados pela mesma. Curiosamente, analises in silico subsequentes demonstraram
que muitos desses miRNAs parecem estar ativamente envolvidos em vias cruciais
para a tumorigénese cervical (WU et al., 2020).

Ainda, outros trabalhos apresentando evidéncias de associagao entre niveis
desregulados de miRNAs exossomais isolados do soro (ZHOU et al., 2021a) ou
plasma (CHO; KIM; CHEONG, 2021a, 2021b) e parametros clinicos, como resposta
ao tratamento, progressdo e metastase, foram recentemente publicados.
Considerando-se conjuntamente tais evidéncias, € possivel perceber o potencial
desses mMiRNAs-VE no contexto do CC como um todo, seja como potenciais
biomarcadores de diagndstico, progressdo e resposta ao tratamento, seja como
moléculas funcionalmente ativas no microambiente tumoral cervical e sistemicamente
distribuidas. Nesse sentido, os mMiRNAs-VE representam um campo de estudo

promissor para o avango do entendimento e manejo do CC.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 METODOLOGIA

De maneira geral, a metodologia utilizada na presente tese seguiu os passos
apresentados abaixo (FIGURA 5), sendo estes mais bem detalhados ao longo dos

topicos apresentados na sequéncia.

FIGURA 5 - ETAPAS DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Aprovagﬁo} pelos
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Bioinformatica para
Selecdao de miRNAs

Candidatos

Isolamento da Fragdo
de VEs Enriquecidas
em Exossomos
(Plasma)

Caracterizagao
das VEs Isoladas
(NTA, MET, WB)

Extracdo de
miRNAs-VE

Sintese de cDNA e
Quantificagdo por
RT-qPCR

Andlises
Comparativas

Avaliagdo da Acurdcia
dos Potenciais
Biomarcadores

Candidatos

LEGENDA: cDNA, DNA complementar; MET, Microscopia Eletrénica de Transmissao; NTA, Analise de
Rastreamento de Nanoparticulas; PCR, reagdo em cadeia da polimerase; RT-qPCR, transcrigdo
reversa seguida de PCR Quantitativa em Tempo Real; VE, vesiculas extracelulares. WB, Western
Blotting. FONTE: A autora (2022).

3.2 Amostras Biolégicas — Aprovacéo Etica e Coleta

Durante o periodo de doutoramento, realizou-se a coleta de amostras
biologicas, dando inicio a construgdo do banco de amostras de plasma, soro e
secrecao cervical de controles e pacientes com lesdes precursoras/CC, do Laboratério
de Genética Molecular Humana (LGMH). Os dados apresentados nesta tese resultam
da avaliacdo de parte dessas amostras. As coletas foram realizadas no Hospital
Erasto Gaertner (HEG) (CAAE: 62542616.7.0000.0098, aprovagao em: 07-05-2017);
e na UBS Nossa Senhora Aparecida, com a concordancia da Secretaria Municipal de
Saude (SMS) de Curitiba (CAAE: 02385318.4.3001.0101, aprovagdo em: 02-22-
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2019). Participam deste estudo mulheres voluntarias, atendidas nos respectivos
servigos de saude citados acima (HEG ou UBS Nossa Senhora Aparecida); com idade
acima de 18 anos (preferencialmente entre 25 e 64 anos); e sem diagnéstico clinico
e/ou citopatoldgico e/ou histopatolédgico para LIEBG, ou LIEAG ou CC — controles sem
lesdo; ou com diagndstico clinico e/ou citopatoldgico e/ou histopatoldgico para LIEBG,
ou LIEAG ou CC - pacientes. Ndo foram incluidas gestantes ou mulheres
amamentando, nem mulheres com diagnéstico de doencgas/infeccoes graves (a
exemplo das portadoras de infecgao pelo HIV).

Ap6s consentimento livre e esclarecido das participantes (APENDICES 4 e 5),
aliquotas de sangue foram coletadas logo apds a realizagdo do exame colposcopico?
elou citopatolégico e/ou histopatolégico (bidpsia), e antes de qualquer tipo de
intervencao (cirurgia de alta frequéncia ou qualquer tipo de tratamento).
Adicionalmente, aplicou-se  questionario para coleta de informacdes
(sociodemograficas, clinicas, saude global, saude da mulher, habitos sexuais e
aspectos gerais) (APENDICE 6). As amostras foram coletadas por venipuntura,
utilizando-se de tubos a vacuo contendo EDTA (2 tubos de 4 mL). O transporte das
amostras foi realizado imediatamente apds a coleta, sendo estas transportadas para
o LGMH (UFPR). Realizou-se entdo o processamento do material coletado: a)
centrifugagdo a 1.000xg por 15 minutos a temperatura ambiente; b) seguida de
separacgao do plasma; c) além de etapa adicional de centrifugagao (13.500xg por 15
minutos a temperatura ambiente) para clarificagdo deste. Por fim, as amostras de
plasma que foram utilizadas no presente estudo foram armazenadas a -80°C.

Esclarece-se que no servigo de Patologia Cervical do HEG, realizou-se exame
colposcopico e citopatologico de todas as pacientes, sendo o exame histopatolégico
(biopsia) apenas realizado quando da identificagdo de lesdes no colo uterino. Por sua
vez, na UBS Nossa Senhora Aparecida realizou-se apenas exame citopatologico das
participantes. Dessa forma, considerou-se como diagnédstico final os resultados
emitidos pelos laboratérios credenciados aos respectivos servicos de saude,
considerando os resultados referentes aos exames histopatoldgico e/ou citopatolégico

e/ou colposcopico (no caso de discrepancias, priorizou-se o resultado do exame

2 Exame colposcopico (colposcopia): procedimento ginecolégico diagndstico para avaliar o colo do
utero e os tecidos da vagina e vulva por via de um instrumento que amplia e ilumina estas estruturas.
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histopatoldgico ao citopatoldgico e/ou colposcopico; e do exame citopatoldgico ao

colposcopico).

3.3 Classificacdo das Amostras

Neste estudo foram incluidas amostras de mulheres sem lesdo no colo uterino
(SL) (n=23), assim como de mulheres apresentando diferentes estagios de lesbes
precursoras [NIC1 (n=16), NIC2 (n=09), e NIC3 (n=10)] ou com CC (n=16). As
comparagoes entre os diferentes grupos foram feitas considerando-se a classificagéo
citolégica e/ou histolégica, sendo entdo as amostras agrupadas da seguinte maneira:
a) SL+LIEBG (n=39) versus LIEAG+CC (n=35); b) SL (n=23) versus CC (n=16); c) SL
(n=23) versus LIE (n=35) versus CC (n=16); e d) SL (n=23) versus LIEBG (n=16)
versus LIEAG+CC (n=35). A TABELA 1 descreve as diferentes classificagbes de

acordo com os agrupamentos propostos.

TABELA 1 - ALOCAGCAO DAS AMOSTRAS EM DIFERENTES GRUPOS A PARTIR DE
DIAGNOSTICO INICIAL CONSIDERANDO DIFERENTES CLASSIFICAGOES PROPOSTAS

GRUPOS PROPOSTOS

SL SL
(n=23) (n=23)
SL+LIEBG SL
, versus versus
DIAGNOSTICO (n=39) (n=23)
INICIAL LIE LIEBG
versus versus
(n=35) (n=16)
LIEAG+CC CcC
versus versus
(n=35) (n=16)
cC LIEAG+CC
(n=16) (n=35)
SL SL+LIEBG SL SL SL
NIC1 SL+LIEBG - LIE LIEBG
NIC2 LIEAG+CC - LIE LIEAG+CC
NIC3 LIEAG+CC - LIE LIEAG+CC
CcC LIEAG+CC cC cC LIEAG+CC

LEGENDA: A partir do diagnéstico inicial, determinada amostra pode ser alocada em diferentes grupos
de acordo com as diferentes classificagdes propostas. Na comparagdo SL versus CC, algumas
amostras nado foram classificadas, sendo entdo excluidas da comparagdo em questéo (representada
por “-“). CC, cancer cervical; LIE, lesao intraepitelial escamosa; LIEAG, lesao intraepitelial escamosa
de alto grau; LIEBG, lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; SL, sem lesdo. FONTE: A autora
(2022).
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As classificagdes acima foram propostas objetivando-se melhor estabelecer a
distribuicdo dos niveis relativos dos diferentes miRNAs, nos diferentes estagios de
lesbes precursoras e CC. Adicionalmente, optou-se por incluir a classificagdo das
amostras nos grupos SL+LIEBG versus LIEAG+CC, uma vez que um dos estudos de
referéncia para as analises de bioinformatica (proxima seg¢éo) alocou as amostras
respeitando essa classificagdo. Esta se mostra interessante, uma vez que se baseia
na conduta clinica adotada atualmente; enquanto mulheres sem lesao no colo uterino
ou com LIEBG sao apenas acompanhadas pela(o) ginecologista (conduta
observacional, sem intervengao), mulheres com diagnostico de LIEAG ou CC seréo
submetidas a tratamento adequado (conduta com intervencdo), salvo algumas
excecdes. Assim, buscou-se definir grupos que viessem a ter significado clinico mais

relevante, com potencial aplicagdo na pratica clinica.

3.4 Estratégias — Selecdo de miRNAs-VE Candidatos

Inicialmente, a fim de definir potenciais miRNAs-VE candidatos para o
diagndstico de CC, assim como de lesdes precursoras, buscou-se selecionar alguns
miRNAs ja relatados como tendo potencial diagndstico/progndstico para discriminar
diferentes estagios de LIE e CC. A estratégia priorizou selecionar miRNAs
diferencialmente expressos?® em diferentes materiais bioldgicos — tecido, muco cervical
e exossomos plasmaticos. A FIGURA 6 apresenta uma visao esquematica das
estratégias adotadas neste estudo. Ao todo, quatro estudos foram incluidos na
presente analise, contemplando diferentes materiais bioldgicos: tecido cervical
(WILTING et al., 2013), muco cervical (KAWAI et al., 2018) e exossomos plasmaticos
(LV et al., 2020; ZHENG et al., 2019). No momento em que as analises foram
realizadas, os dados de apenas dois estudos estavam disponiveis, ambos
depositados no banco de dados publicos Gene Expression Omnibus (GEO) (KAWAI
etal., 2018; WILTING et al., 2013). Por sua vez, os dados referentes aos dois estudos
investigando os niveis de quantificagao relativa de diversos miRNAs em exossomos

plasmaticos nao estavam disponiveis publicamente. Todavia, acessando o0s

3 O termo “expresso” (e suas variagoes) sera utilizado neste documento para se referir a quantificagao
(niveis) de miRNAs em diferentes materiais biolégicos, incluindo o tecido (onde o evento de
expressdo génica ocorre de fato).
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resultados apresentados em ambas as publicacdes, foi possivel elencar os miRNAs

diferencialmente quantificados nos mesmos (LV et al., 2020; ZHENG et al., 2019).

FIGURA 6 - VISAO ESQUEMATICA DAS ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA A SELEGAO DE
POTENCIAIS miRNAs-VE CANDIDATOS
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LEGENDA: A partir de diferentes estudos investigando miRNAs diferencialmente expressos em
diferentes materiais biolégicos — tecido (WILTING et al., 2013), muco cervical (KAWAI et al., 2018) e
exossomos plasmaticos (LV et al.,, 2020; ZHENG et al., 2019) propds-se definir miRNAs comuns
diferencialmente expressos nos diversos tipos de materiais biolégicos avaliados. Os dados referentes
aos estudos de Wilting et al. (2013) e Kawai et al. (2018) estavam disponiveis no momento da analise,
enquanto os estudos de Zheng et al. (2019) e Lv et al. (2021) ndo estavam publicamente disponiveis
(todavia, acessando os resultados apresentados em ambas as publicagbes, foi possivel elencar os
miRNAs diferencialmente expressos nos grupos propostos pelos mesmos). Assim, tomando estes dois
ultimos como referéncia e respeitando-se a divisdo de grupos propostas em cada um, reanalisou-se 0s
dois primeiros datasets quanto a expressao diferencial de miRNAs (pacote Limma; p <0,01). Uma vez
reanalisados, realizou-se a interseccdo dos miRNAs comuns diferencialmente expressos nos diversos
materiais biolégicos. Conforme demonstrado acima, os seguintes grupos de controles e pacientes
foram selecionados: (A) Abordagem A — controles e pacientes foram divididos em dois grupos:
SL+LIEBG (agrupando-se amostras SL e LIEBG); e LIEAG+CC (agrupando-se amostras LIEAG e CC),
utilizando o estudo de Zheng et al. (2019) como estudo de referéncia. (B) Abordagem B - controles e
pacientes foram divididos igualmente em dois grupos: SL e CC, utilizando o estudo de Lv et al. (2021)
como estudo de referéncia. AD, adenocarcinoma; CC, cancer cervical; CCE, carcinoma de células
escamosas; LIEAG, lesao intraepitelial escamosa de alto grau; LIEBG, lesao intraepitelial escamosa de
baixo grau; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).

Considerando os grupos propostos pelos dois estudos adotados como
referéncia, realizou-se duas abordagens de analise a fim de definir miRNAs comuns
diferencialmente expressos nos diferentes materiais avaliados. Os seguintes grupos
de pacientes foram selecionados: a) Abordagem A — os controles e pacientes foram
divididos em: SL+LIEBG (agrupando-se amostras SL e LIEBG) e LIEAG+CC
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(agrupando-se amostras LIEAG e CC), utilizando o estudo de Zheng et al. (2019)
como estudo de referéncia (ZHENG et al., 2019); b) Abordagem B — os controles e
pacientes foram divididos em: SL e CC, utilizando o estudo de Lv et al. (2021) como
estudo de referéncia (LV et al., 2020). Uma vez possivel 0 acesso as sequéncias de
ambos os estudos que investigaram os perfis de expressdo de miRNAs em tecido
cervical (GSE30656) e no muco cervical (GSE105409), realizou-se a reanalise destes
conjuntos de dados, respeitando-se as comparagdes propostas nos respectivos
artigos de referéncia. A analise de expressao diferencial de miRNAs foi realizada no
ambiente R, utilizando-se o pacote Limma (p <0,01). Posteriormente, realizou-se a
interseccao dos resultados obtidos nas analises para tecido e muco cervical, com os
respectivos resultados apresentados pelos estudos de referéncia (envolvendo
exossomos plasmaticos). Dessa forma, definiu-se miRNAs comuns diferencialmente
expressos nos diferentes tipos de materiais biolégicos avaliados. Baseando-se nestes
dados, e somado a evidéncias presentes na literatura, selecionou-se potenciais
miRNAs-VE candidatos para o diagndstico de LIE/CC.

3.5 Isolamento da Fracao Enriquecida em Exossomos

As VEs plasmaticas (fragdo enriquecida em exossomos) foram isoladas de
amostras de plasma utilizando-se o kit Total Exosome Isolation Kit (from plasma)
(Invitrogen™; numero de catdlogo: 4484450). Basicamente, 300 pL de plasma
clarificado descongelado foram transferidos para um microtubo limpo, adicionando-se
entdo 150 pyL de tampao fosfato salino (PBS) 1 x filtrado. Em seguida, misturou-se
bem a amostra (em vortex), e adicionou-se 15uL de proteinase K (20 mg/mL),
misturando-se novamente. A amostra foi entdo incubada a 37°C, por 10 minutos. Em
seguida, 90 uL do reagente de precipitacdo foram adicionados ao plasma tratado com
proteinase K, misturando-se novamente. A mistura foi incubada a 2-8°C, durante a
noite. Apos periodo de incubagao, as amostras foram centrifugadas (a 10.000xg; por
10 minutos a temperatura ambiente). O sobrenadante (fragdo restante nao-
precipitada) foi descartado cuidadosamente, obtendo-se um pellet opaco (enriquecido
em exossomos plasmaticos). Apos isolamento, algumas amostras (pellet e
sobrenadante) foram utilizadas para caracterizagdo por diferentes técnicas, sendo

processadas, conforme mencionado na sec¢ao seguinte. Por sua vez, as amostras
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destinadas a extracdo de miRNAs-VE, tiveram suas VEs plasmaticas isoladas

imediatamente antes da extracdo de RNA, conforme mencionado na sec¢ao 3.7.

3.6 Caracterizacao das VEs Plasmaticas Isoladas

Diferentes técnicas foram adotadas a fim de se caracterizar o perfil das VEs
plasmaticas isoladas, seguindo os requisitos da Sociedade Internacional de Vesiculas
Extracelulares (THERY et al., 2018), incluindo: a) Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA), b) Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) e c) Western
Blotting (WB).

3.6.1 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A fim de caracterizar o tamanho/distribuicdo e concentracédo das VEs isoladas,
realizou-se a técnica de NTA. Pellets de VEs isoladas a partir do plasma de 10
amostras (SL, n=3; LIEBG, n= 3; LIEAG, n=3; CC, n=1) foram avaliadas por esta
técnica; o sobrenadante de duas amostras (SL, n=1; LIEAG, n=1) foi igualmente
analisado. Essencialmente, esta metodologia se baseia nas propriedades de
espalhamento de luz e movimento browniano de particulas analisadas (nanoparticulas
entre 20-1.000 nm de didmetro), obtendo parametros como distribuicao de tamanho
destas em amostras em suspensao liquida, sendo as mesmas visualizadas em
microscopio o6tico. Através do monitoramento do movimento delas, parametros como
concentracdo de particulas/mL, média, moda e mediana s&do fornecidos. Fragdes
referentes ao pellet e ao sobrenadante foram ressuspendidas em PBS filtrado (diluigao
1:1.000 e 1:300, respectivamente); em seguida, infundidas no equipamento
lentamente. Basicamente, trés videos de 60s foram gravados para cada amostra
particular (pellet e sobrenadante), e a distribuicdo do tamanho das VEs e os
parametros mencionados, acessados. As analises foram realizadas utilizando-se o
equipamento Nano-Sight LM10 (Malvern Panalytical, Malvern, UK), pertencente ao
Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ), Parana, Curitiba, Brasil.
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3.6.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Esta técnica foi realizada objetivando-se verificar as caracteristicas
morfologicas e o tamanho das VEs isoladas. Para tanto, uma amostra de VEs isoladas
a partir do plasma de paciente com LIEAG (n=1) foi analisada. Basicamente, o pellet
proveniente de VEs isoladas a partir de 150 pL de plasma com proteinase K (20
mg/mL) (conforme descrito acima, respeitando as proporgdes utilizadas) foi diluido em
10 uL de PBS filtrado. Em seguida, a 7,5 uL desta solucao foram adicionados 22,5 L
de paraformaldeido a 4%. Posteriormente, a preparacdo foi adicionada a uma
superficie recoberta de parafilme, sendo sobre esta posicionada uma grade de cobre
revestida com carbono Formvar (propria para fixagdo de material de amostras em
suspensao para leitura em microscopio eletrénico de transmissao). Em seguida, foram
realizadas trés “lavagens” repousando a grade em gotas de PBX 1 x filtrado, a fim de
retirar o excesso de solugdo. Por fim, a grade contendo a amostra foi incubada com
acetato de uranila a 5% (por 1 minuto) objetivando o contraste entre as estruturas
fixadas. Apds nova lavagem com PBS 1 x filtrado, a amostra foi visualizada ao
microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1200EX Il (JEOL, Akishima, Tokyo, JP),
disponivel no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana,

Parana, Curitiba, Brasil.

3.6.3 Western Blotting (WB)

A técnica de WB foi utilizada a fim de identificar as proteinas presentes na
fragdo isolada (proteinas vesiculares). Pellet isolado a partir do plasma de uma
amostra (LIEAG, n=1) e sobrenadante foram analisadas por esta técnica. Ao pellet
proveniente da precipitacdo de VEs a partir de 150 yL de plasma sem proteinase K
(conforme descrito acima, respeitando as proporgdes utilizadas) e ao sobrenadante
(plasma depletado de VEs) foram adicionados 150 yL de tampé&o de lise celular [(50
mM de tris-HCI, 150 mM de NaCl, 1% triton X 100 a pH 7,4 contendo inibidores de
proteases (1 mM PMSF, 1 mM fenantrolina, 1 mM N-etilmaleimida (NEM), 5 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)]. As amostras foram centrifugadas (a
13.500xg por 10 minutos a temperatura ambiente) e os sobrenadantes contendo as
proteinas lisadas, transferidos para novos microtubos. Em seguida, realizou-se a

quantificacdo de proteinas totais através do ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules
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CA, EUA); 80 ug de proteina proveniente da amostra de VEs plasmaticas isoladas
(pellet) e da fragao resultante (sobrenadante) foram analisadas.

A eletroforese de proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
a 12% (1,5 mm a 15-25 mA, 150 V). Apos corrida eletroforética, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em cuba de eletroforese contendo
gelo e tampéo de transferéncia (48 mM de tris base, 39 mM de glicina, 0,037% de
SDS, 20% de metano, a pH 8,3) gelado em banho de gelo, sob agitagado magnética (a
100 V por 1 hora com miliamperagem maxima de 220 mA). Apds a transferéncia,
incubou-se a membrana em solugdo Ponceau a 0,2% (coloragado vermelha), sendo
entdo possivel a observagado das bandas de proteinas. Em seguida, as membranas
foram lavadas com tampao salino TBST a 0,05% (tampao tris-salino com tween 20),
até a remocao completa do corante. Adicionalmente, realizou-se o bloqueio com
solugao contendo leite em pd desnatado e TBST a 0,05% (por 1 hora a temperatura
ambiente). Apds bloqueio, a membrana foi incubada, durante periodo noturno, com os
respectivos anticorpos primarios, respeitando-se as condi¢gdes apropriadas: a) anti-
TSG101 (Thermo Scientific, EUA) (1:4.000), em condi¢des redutoras; b) anti-CD9
(Biolegend, EUA) (1:2.000), anti-CD63 (/nvitrogen, EUA) (1:4.000), e anti-calnexina
(BD, EUA) (1:1.000), em condi¢des ndo redutoras. Apos lavagem, a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario [Goat anti-Mouse horseradish peroxidase
(HRP)] (Invitrogen, EUA) (1:5.000) por 1 hora (exceto para marcagéao da Calnexina,
1:4.000). Por fim, as bandas de proteinas foram detectadas ulizando-se o substrato
quimioluminescente SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, EUA)
e capturadas com Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life Science, EUA).

3.7 Extracdo de miRNAs-VE

Os miRNAs foram extraidos do pellet obtido a partir de 300 pL de plasma
clarificado utilizando-se o kit miRVana™ miRNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific,
EUA; numero de catalogo: AM1560), segundo especificagbes do fabricante para o
enriquecimento de pequenos RNAs [Adaptacbes ao protocolo: ao pellet de VEs,
adicionou-se 300 pL do tampao de lise (Lysis/ Binding Buffer), misturando-se
vigorosamente; em seguida, adicionou-se 0,025 pg do spike-in cel-miR-39
(equivalente a 1,5x10'° copias) (Qiagen, DE; niumero de catalogo: 219610) como

controle exdgeno]. As amostras foram eluidas em um volume final de 40 pL (20 uL +
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20 pL). As concentragbes finais e a pureza foram determinadas usando um
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os eluidos

contendo pequenos RNAs foram armazenadas a -80°C até analise posterior.

3.8 Sintese de cDNA e Quantificagdo por RT-qPCR

A fim de quantificar os miRNAs-VE alvos (e controle) foi utilizada a técnica de
RT-gPCR. Inicialmente, realizou-se a transcricdo reversa dos miRNAs em cDNA,
utilizando-se o TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher
Scientific, EUA; numero de catalogo: 4366597), segundo especificagdes do fabricante
[Adaptagdes ao protocolo: utilizou-se 4,5 uL do eluido obtido na etapa anterior (volume
final de reagdo de 7,5 pL)]. Esta etapa foi realizada por alvo (em microtubos
diferentes), gerando cDNAs alvo especificos. Os cDNAs foram entdo diluidos com
agua livre de nucleases (diluicdo 1:5) e acondicionados a -20°C.

Posteriormente, realizou-se a quantificagdo dos alvos selecionados,
utilizando-se as seguintes sondas de hidrélise TagMan® (TagMan® MicroRNA Assays,
Thermo Fisher Scientific, EUA): miR-10b-5p (ID do ensaio: 002218, numero de
catalogo: 4427975); miR-148a-3p (ID do ensaio: 000470, numero de catalogo:
4427975); miR-181b-5p (ID do ensaio: 001098, numero de catalogo: 4427975); e cel-
miR-39 (ID do ensaio: 000200, numero de catalogo: 4427975). As reagdes foram
realizadas segundo especificagdes do fabricante [Adaptagcdes ao protocolo: a
quantidade de entrada de cDNA (1:5) foi de 4,5 uL por reagdo de qPCR de volume
final de 10 pL]. Os ensaios qPCR foram realizados em placas de 384 pocgos, no
equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), em duplicata
(alvos e controle exégeno). Replicatas com desvio padrao superior a 1 Cq foram
descartadas. A quantidade relativa (QR) de cada miRNA-VE foi calculada utilizando-
se 0 método comparativo (2-22¢). A normalizagdo das quantificagdes foi realizada a
partir dos valores de Cqg do controle técnico cel-miR-39 (controle exdgeno), inserido
anteriormente a etapa de extragdo do RNA.
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3.9 Analises Estatisticas

Dados continuos foram testados quanto a normalidade (Kolmogorov-Smirnoff
com corregao Lilliefors/ou Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (homogeneidade de
variancias) (Teste de Levene). Uma vez verificada a normalidade e
homocedasticidade das mesmas, testes estatisticos paramétricos foram empregados;
caso contrario, testes nao paramétricos foram adotados. Dados
séciodemograficos/clinicos foram comparados entre os diferentes grupos propostos
da seguinte maneira: a) para comparagao de variaveis continuas entre dois grupos ou
entre trés ou mais utilizou-se o teste t de Student para amostras independentes ou a
Analise de Variancia (ANOVA), respectivamente; b) para comparagao de variaveis
categoricas foi utilizado o Teste do Qui-quadrado com corregao de Yates. Dados de
quantificacdo relativa dos miRNAs-VE analisados, obtidos a partir do método
comparativo (2-*2Ct), foram comparados entre os grupos propostos, utilizando-se os
testes nado-paramétricos: a) Mann-Whitney, para comparagdes entre dois grupos; b)
Kruskal-Wallis, para comparagdes entre trés ou mais grupos). Adicionalmente, a fim
de se avaliar o potencial diagnodstico dos miRNAs-VE selecionados e diferencialmente
quantificados nos diferentes grupos, construiu-se curvas ROC individuais (do inglés,
Receiver Operator Characteristic) a fim de se obter as respectivas areas sob a curva
(do inglés, area under the curve; AUC). Os caélculos e obtengdo das curvas ROC
individuais foram realizados baseando-se nos valores de QR, sendo realizados no
programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., EUA). Os valores de corte,
sensibilidade e especificidade foram calculados utilizando o indice de Youden
[(sensibilidade + especificidade) — 100], baseados em valores fornecidos pelo
programa. Todas as analises foram realizadas no ambiente R (com excec¢&o das
curvas ROC, realizadas no GraphPad Prism 6). Todas as comparagbes foram

analisadas adotando-se como nivel de significancia o valor de p<0,050.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
experimentalmente, incluindo: os resultados referentes aos ensaios de caracterizagao
das VEs isoladas; a caracterizagdo da populagdo estudada (quanto aos aspectos
sociodemograficos, relacionados a habitos de vida, saude global/da mulher); os
resultados de predicdo a partir das estratégias para selecdo de miRNAs-VE
candidatos para diagnéstico de lesdes precursoras/CC; os resultados referentes as
quantificacdes relativas para os diferentes miRNAs-VE estudados, assim como a

avaliagao do seus potenciais diagndsticos, quando aplicavel.

4.1 Caracterizagao das VEs Isoladas

Inicialmente, VEs isoladas de plasma de controles e pacientes foram
examinadas individualmente através da técnica de NTA. Parametros obtidos como
tamanho médio, moda e concentragao (particulas/mL) para as amostras analisadas
sao apresentadas na TABELA 2.

TABELA 2 - PARAMETROS OBTIDOS ATRAVES DA ANALISE DE RASTREAMENTO DE
NANOPARTICULAS

. Grupo Amostral P
Amostra/Parametro
SL (n=3) LIEBG (n=3) LIEAG + CC (n=4)
VEs isoladas (pellet)
Tamanho Médio (nm) 130,20 139,23 121,23 0,2652
Moda (nm) 105,27 99,60 101,20 0,6642
Concentracgao (particulas/mL)  6,20E+11 4,49E+11 4,20E+11 0,7512

LEGENDA: Valores de p obtidos pelo teste de ANOVA?2. Dados apresentados como média para os
diferentes pardmetros avaliados, para amostras de VEs isoladas de plasma (pellet). CC, cancer
cervical; LIEBG, les&o intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG, leséo intraepitelial escamosa de
alto grau; SL, sem lesdo; VEs, vesiculas extracelulares. FONTE: A autora (2022).

Na analise de NTA verificou-se que a populacdo de nanoparticulas é
heterogénea, de aproximadamente 30-400 nm, com distribuicdo semelhante entre as
amostras analisadas, e entre os diferentes grupos comparados. A FIGURA 7
exemplifica os resultados obtidos (exibidos em histogramas demonstrando a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas), a partir de trés amostras analisadas

individualmente, cada uma representando um grupo amostral (A, amostra de controle
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SL; B, amostra de paciente com LIEBG; C, amostra de paciente com CC). Nao houve
diferenca significativa com relagdo ao tamanho médio (p=0,265), moda (p=0,664) e
concentracdo (p=0,751) das particulas entre os grupos avaliados (conforme
apresentado na TABELA 2). O tamanho médio das VEs isoladas nas diferentes
amostras foi de aproximadamente 130 nm, estando dentro da faixa esperada para
exossomos (50 a 150 nm, em média) (GARDINER et al., 2013; VESTAD et al., 2017),
enquanto a concentragdo variou entre 1,04x10"" a 8,84x10"" particulas/mL, valores
igualmente esperados para VEs isoladas a partir de plasma, considerando a
metodologia utilizada (SERRANO-PERTIERRA et al., 2019).

Realizou-se também a analise dos sobrenadantes resultantes do isolamento
de VEs plasmaticas provenientes de duas amostras. Tais amostras foram formadas
igualmente por populacdo heterogénea de nanoparticulas, variando entre
aproximadamente 100-900 nm (APENDICE 7; FIGURA SUPLEMENTAR 1), tendo
estas tamanho médio superior a 300 nm, e concentracdo entre 4,15x108 a 5,20x108
particulas/mL. Tais resultados sugerem que o isolamento de VEs plasmaticas a partir
da metodologia utilizada tende a concentrar a fracdo enriquecida em exossomos no
pellet isolado. Todavia, ha certa perda de nanoparticulas com tamanho entre 100-150
nm (encontradas no sobrenadante).

Posteriormente, avaliou-se a morfologia e o tamanho das VEs isoladas a partir
da analise de MET. Apenas uma amostra foi analisada por essa técnica. Nas imagens
obtidas, observou-se a presencga de nanoparticulas esféricas, com membranas duplas
e tamanhos compativeis aos observados pela analise de NTA (FIGURA 8 A-C). Sao
apresentadas imagens referentes a diferentes aumentos, conforme recomendado
pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). Nao

foi realizada MET de fragao sobrenadante.



FIGURA 7 - RESULTADOS DA ANALISE DE NTA DE VEs PLASMATICAS ISOLADAS DE
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LEGENDA: Histogramas demonstrando a distribuigdo de tamanho das nanoparticulas, pela técnica de
Rastreamento de Nanoparticulas (NTA), de VEs isoladas do plasma de: amostra de controle SL (A);
amostra de paciente com LIEBG (B); e de amostra de paciente com CC (C). Nos quadros a direita sdo
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apresentados parametros referentes a amostra analisada (individualmente), como distribuicdo de
tamanho (tamanho médio e moda) e concentragédo das particulas em suspensao. TM, tamanho médio;
CC, cancer cervical; LIEBG, lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; SL, sem lesdo. FONTE: A
autora (2022).

Por fim, a presenga/auséncia de marcadores proteicos exossomais (positivos
e negativo) foi avaliada pela técnica de WB. Uma amostra foi analisada por essa
técnica, porém ambas as fragcbes da mesma foram examinadas: a) pellet proveniente
da precipitagdo de VEs e; b) sobrenadante resultante do isolamento das VEs
plasmaticas. A presenga/auséncia dos seguintes marcadores positivos foi avaliada:
TSG101 (proteina citosdlica utilizada como marcador positivo); CD9 e CDG63
(proteinas transmembrana conhecidas como tetraspaninas, utilizadas como
marcadores positivos); e Calnexina (proteina celular presente no reticulo plasmatico,
utilizada como marcador negativo); conforme recomendacbes da ultima edi¢gado do
MISEV (2018) (THERY et al., 2018). Nesta, sugere-se a utilizagédo de pelos menos
trés marcadores proteicos positivos para VEs, e pelo menos um marcador negativo
(marcador com propésito de identificar componentes nédo vesiculares, porém co-
isolados com as VEs).

Os resultados obtidos pela técnica de WB confirmaram a presenga dos
marcadores positivos - TSG101, CD9 e CD63 - no pellet de VEs isoladas a partir do
plasma; e adicionalmente, confirmou-se a auséncia de Calnexina (marcador negativo)
neste. Por sua vez, no sobrenadante nao se observou marcacgao para os marcadores
positivos avaliados, nem para o marcador negativo (FIGURA 9). Adicionalmente, a
presenca de Calnexina foi avaliada para uma amostra adicional — células HelLa —

utilizada como controle positivo (controle técnico).
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FIGURA 8 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE VEs PLASMATICAS ISOLADAS

LEGENDA: Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de VEs isoladas do plasma de paciente
diagnosticada com LIEAG, em diferentes aumentos (A, 15.000x; B, 30.000x; C, 50.000x). FONTE: A
autora (2022).
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Conjuntamente, os resultados obtidos através das trés técnicas avaliadas
confirmam o isolamento de VEs, em sua maioria com tamanho, morfologia e
composi¢cao proteica concordantes com o observado em exossomos. Todavia,
considerando a técnica utilizada para isolamento de VEs, percebe-se que, conforme
esperado, ha perda de exossomos no sobrenadante. Adicionalmente, considerando-
se que os marcadores positivos CD9 e TSG101 podem estar presentes na membrana
ou no lumen, respectivamente, de exossomos ou de microvesiculas, a presenca
destas no pellet isolado ndo pode ser descartada. Por conta disso, adotou-se neste
trabalho o termo “fragao enriquecida em exossomos” ou “VEs”, a fim de se respeitar
tal limitagéo, além de considerar as recomendagdes do MISEV (2018) (THERY et al.,
2018). Ressalta-se que, apesar da recuperagao de exossomos néo ser completa com
esta técnica, trabalhos recentes vém mostrando que nenhuma das técnicas de
isolamento permite recuperagdo completa dessa fragao, inclusive sendo sugerida a
combinagao de técnicas a fim de se obter maior pureza e concentragéo (STAM et al.,
2021).

FIGURA 9 - MARCADORES PROTEICOS ANALISADOS POR WESTERN BLOTTING

Quantidades de

Proteina aplicadas: A Marcadores Positivos B  Marcador Negativo
Pellet(VE) (80ug)
Sobrenadante (80ug) _— _— Condig‘aes
Condicoes Condicoes -
Hel a (60ug) y
Redutoras Néo-redutoras Nao-redutoras
PM VE SN VE SN PM VE SN Hela

PM
(kDa) {kDa) (kDa)

100 - 100 100 -

Calnexina
Anti-
Calnexina
70 (1:1000)

70 70

TSG101 55 55 cD63 55
Anti-TSG101 Anti-CD63

(1:4000) 40 40 (1:4000) 40

35 35 cD9 35
Anti-CD9

25 25 (1:2000) 25

Ac. Secundario Ac. Secundario
Anti-mouse HRP (1:5000) Anti-mouse HRP (1:4000)

LEGENDA: Marcacdo de proteinas exossomais em pellet (contendo VEs isoladas do plasma) e
sobrenadante de amostra de paciente diagnosticada com LIEAG. A. Como marcadores positivos
incluiu-se: TSG101 (proteina citosodlica); CD9 e CD63 (proteinas transmembrana conhecidas como
tetraspaninas). A presenca/auséncia destas proteinas foi avaliada para ambas as fracdes
(pellet/sobrenadante) obtidas da mesma amostra. B. Como marcador negativo inclui-se: Calnexina
(proteina celular presente no reticulo plasmatico). A presenga/auséncia da proteina Calnexina foi
avaliada para ambas as fragGes obtidas da mesma amostra, assim como para uma amostra adicional
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utilizada como controle positivo (HelLa). HRP, Horseradish peroxidase; SN, sobrenadante; VE,
vesiculas extracelulares. FONTE: A autora (2022).

Apesar da técnica de ultracentrifugagéo (UC) ainda ser a mais comumente
utilizada para enriquecimento de VEs em geral, quando sao considerados diferentes
biofluidos, como o plasma, percebe-se desvantagens inerentes a esta que podem
influenciar na decisdao de metodologia de isolamento alternativa. Por exemplo,
comparando-se trés métodos para enriquecimento de VEs a partir de plasma de
controles saudaveis — UC, reagente de precipitacdo ExoQuick™ (System Biosciences)
e reagente de precipitacdo Total Exosome Isolation (Invitrogen) — demonstrou-se
maior eficiéncia dos reagentes de precipitacdo em recuperar VEs em comparagao a
UC. Além disso, o volume inicial de plasma a ser utilizado necessita ser
substancialmente maior na primeira técnica (UC = 1 mL de plasma; reagentes de
precipitacdo = 250 uL de plasma), e ainda assim a porcentagem de VEs recuperadas
é significativamente inferior a obtida utilizando-se o ExoQuick™ ou Total Exosome
Isolation (SERRANO-PERTIERRA et al., 2019). Adicionalmente, as populag¢des de
VEs plasmaticas obtidas através da utilizagdo destes se mostraram mais homogéneas
em comparacgao a obtida pela técnica de UC (SERRANO-PERTIERRA et al., 2019), a
qual parece favorecer a agregagao de VEs (LINARES et al., 2015). Somado ao
exposto acima, os reagentes de precipitagdo se apresentam como alternativas de
isolamento mais praticas, requerendo menos tempo para execug¢ao, podendo
representar boas alternativas a técnica de UC (SERRANO-PERTIERRA et al., 2019).

Apesar das evidéncias apresentadas acima, ainda sao inumeros os desafios
associados a pesquisa envolvendo VEs. A classificacdo e a caracterizacdo de VEs
tém sido motivo de debate entre os pesquisadores da area, em parte devido as
variagbes observadas em diferentes materiais biologicos (reflexo da complexidade de
VEs liberadas por diversos tipos celulares), assim como devido as limitagoes
metodolégicas que ainda precisam ser superadas a fim de obter isolados ideais,
reprodutiveis e bem caracterizados (SHURTLEFF; TEMOCHE-DIAZ; SCHEKMAN,
2018; VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).

4.2 Caracterizagado da Amostra Populacional Estudada

Neste estudo foram incluidas amostras de mulheres sem e com lesao no colo

uterino, assim como de pacientes diagnosticadas com CC. A partir do questionario
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aplicado (APENDICE 6) diversas caracteristicas séciodemograficas, assim como
caracteristicas gerais referentes a saude das mulheres envolvidas foram acessadas.
Ressalta-se que tais carateristicas foram obtidas através de autodeclaracdo, com
excecao da idade (confirmada através do prontuario médico). Destaca-se ainda que
alguns parametros como renda mensal, escolaridade, entre outros, foram coletados
apenas para um numero reduzido de amostras, impossibilitando a analise para todas
ou algumas comparagdes. Ainda, alguns dados (a exemplo, da informagao sobre
pratica de atividade fisica regular ou sobre menopausa) séo apresentados em todas
as tabelas, porém considerados apenas em algumas comparagdes, devido ao baixo
numero amostral de determinados grupos. Optou-se por inclui-los a fim de registrar
os dados existentes, porém nao se pode garantir a representatividade dos mesmos.
Considerando-se a amostra populacional como um todo (n=74), traca-se o
seqguinte perfil: mulheres predominantemente de cor branca (83,78%), com idades
variando entre 19 e 70 anos (média de idade 40,85 + 12,69), tendo a maioria ensino
médio completo (36,36%), renda mensal de aproximadamente 1-3 salarios-minimos
(61,90%). Em relacdo a cor autodeclarada, esta parece estar de acordo com o
esperado, uma vez que o estado do Parana tem populagdo predominantemente
europeia (IBGE, 2012). Sdo mulheres de renda mensal baixa, pertencendo as classes
sociais D e E, de acordo com o Critério por Faixas de Salario-Minimo, do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2020) e com escolaridade média,
o que também parece estar em consonancia (direta ou indireta) com o fato das
mesmas buscarem servicos de saude publicos integrados ao Sistema Unico de Saude
(SUS). Adicionalmente, a maioria destas relatou ser casada (62,86%), tendo tido
um(a) filho(a) (80,0%) nascido(a) vivo(a). Tais caracteristicas refletem o perfil da
mulher moderna, reflexo da transicdo de um modelo tradicional com proles
numerosas, para um modelo atual, com poucos filhos (SCAVONE, 2001). Estas
mudancgas nos padrdes de maternidade sao também reflexo do acesso facilitado a
métodos contraceptivos (FESTIN, 2020). Inclusive, a maioria das participantes relatou
fazer uso de algum método contraceptivo hormonal (oral, injetavel ou DIU) (52,70%).
Ainda, a maioria das participantes declarou: ndo estar na menopausa
(78,33%), nao apresentar outra IST (81,70%), nem outra doenga associada (61,64%);
além de nunca ter fumado (64,87%), nao praticar atividade fisica regular (60,0%),
apresentando sobrepeso, com indice de Massa Corporal (IMC) variando entre 18,87
e 40,06 kg/m? (média de 27,55 + 4,69 kg/m?). Tais dados relacionados a saude da
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mulher, adicionalmente a média de idade observada (40,85 + 12,69 anos), parecem
refletir uma populacdo de meia idade — casadas, com poucos filhos, em idade
reprodutiva, sem outra(s) doenca(s) associada(s). Habitos relacionados a saude,
como a nao pratica de atividade fisica regular, e o IMC (em média, acima do esperado)
parecem estar de acordo com os habitos associados a vida moderna e ao
sedentarismo (GONZALEZ-GROSS; MELENDEZ, 2013). Nao se pode excluir também
as consequéncias do baixo status (ou nivel) socioecondmico destas pacientes —
resultado de uma gama de fatores educacionais, ocupacionais, entre outros
(GONZAGA ALVES; SOARES, 2009) — sobre tais achados. Comumente, individuos
com baixo status socioecondmico tendem a ingerir menos frutas, verduras, peixes e
fibras (ALLEN et al., 2017), além de se exercitar menos (ou ndo praticar esportes) e
consumir mais tabaco e alcool em comparagao a individuos com elevado nivel
socioeconémico (PAMPEL; KRUEGER; DENNEY, 2010).

Posteriormente, analisou-se os dados de acordo com os diferentes grupos
propostos (conforme apresentado na TABELA 1), a fim de avaliar se ha ou nao
diferencas estatisticamente significativas para os diversos parametros avaliados entre
estes. Na sequéncia, as caracteristicas sociodemograficas e de saude global/saude
da mulher dos grupos propostos sao apresentadas: SL+LIEBG versus LIEAG+CC
(TABELA 3), SL versus CC (TABELA 4), SL versus LIE versus CC (TABELA 5), e SL
versus LIEBG versus LIEAG+CC (TABELA 6).
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TABELA 3 - CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E DE SAUDE GLOBAL/ SAUDE DA

MULHER DOS GRUPOS SL+LIEBG versus LIEAG+CC

Grupo
Caracteristica SL+LIEBG LIEAG+CC P
(n=39) (n=35)
Cor Autodeclarada
Branca 33 (84,62%) 29 (87,88%)
Preta 03 (7,69%) 03 (9,09%)
Parda 0 01 (3,03%) 0,4362
Indigena 02 (5,13%) 0
Branca + Indigena 01 (2,56%) 0
40,00 + 12,36 41,80 + 13,36 b
Idade (anos) [19-64] [23-70] 0,546
28,30 +4,73 26,20 + 5,36
2 ’ ’ s 3 b
IMC (kg/m?©) [18,87 — 37,80] [19,72 — 40,06] 0,129
AF. Regular®
Néao 17 (58,62%) 07 (63,64%) 1.0002
Sim 12 (41,38%) 04 (36,36%) ’
Tabagismo*
Nunca fumou 26 (66,67%) 22 (62,86%)
Ex-fumante 03 (7,69%) 08 (22,86%) 0,1312
Fumante 10 (25,64%) 05 (14,29%)
Outras Doengas®
Néao 15 (39,47%) 30 (85,71%) <0,0012
Sim 23 (60,53%) 05 (14,29%)
Contracepgido Hormonal
Néao 23 (58,97%) 13 (37,14%)
Sim, oral 09 (23,08%) 18 (51,43%) 0.0922
Sim, injetavel 04 (10,26%) 02 (5,71%) ’
Sim, DIU 03 (7,69%) 02 (5,71%)
Idade da Primeira Relagdao Sexual (anos)
<17 18 (47,37%) 23 (69,70%) 00972
218 20 (52,63%) 10 (30,30%) ’
Parceiros Sexuais (durante toda vida)’
0 0 0
1 07 (21,21%) 02 (9,52%)
2 06 (18,18%) 0 0,072z
3 05 (15,15%) 03 (14,29%)
>4 15 (45,46%) 16 (76,19%)
Gestagoes’
0 05 (13,51%) 02 (6,06%)
1 10 (27,03%) 13 (39,39%)
2 11 (29,73%) 09 (27,27%) 04852
3 07 (18,92%) 04 (12,12%) ’
4 02 (5,41%) 0
25 02 (5,41%) 05 (15,15%)
Idade do Primeiro Parto (anos)’
<17 06 (20,69%) 08 (28,57%) 070152
218 23 (79,31%) 20 (71,43%) ’
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Abortos
0 32 (86,49%) 27 (93,10%)
1 05 (13,51%) 02 (6,90%) 0,3682
4 0 0
Histérico IST?
Néo 27 (75,00%) 31 (88,57%) 0.241a
Sim 09 (25,00%) 04 (11,43%) '
Cauterizacao Prévia
(Colo Uterino)
Néo 27 (69,23%) 33 (94,29%) 0.0142
Sim 12 (30,77%) 02 (5,71%) ’
Menopausa
Néo 26 (68,42%) 21 (95,45%)
Sim 12 (31,58%) 01 (4,55%) 0,034
Historico Familiar de Cancerh
Néo 09 (24,32%) 06 (17,65%) 06912
Sim 28 (75,68%) 28 (82,35%) '

LEGENDA: Valores de p obtidos pelo 2teste do Qui-quadrado (x2) com corregdo de Yates ou bteste ¢
de Student para amostras independentes. “AF. Regular = pelo menos uma hora/ duas vezes por
semana); 9Tabagismo = Nunca fumou, reportou nunca ter fumado; Ex-fumante, reportou fumar em
média pelo menos um cigarro/ dia no passado, mas ndo fumou no ultimo ano; Fumante, reportou fumar
em média pelo menos um cigarro/ dia no ano anterior a coleta; ®Outras doengas associadas, incluindo
doencas cardiovasculares (como hipertensédo arterial sistémica e hipercolesterolemia), doencas
metabdlicas (como diabetes mellitus tipo Il e hipotireoidismo) e doencgas psiquicas (ansiedade e
depressao). {Gestagdes = gestagdes com parto (i.e., excluindo-se abortos); 9Histérico ISTs = histérico
de outras infecgdes sexualmente transmissiveis [reportou antecedente(s) de ISTs]; "Histérico Familiar
de Cancer (qualquer grau de parentesco). "Optou-se por incluir os dados referentes a este parametro,
porém o mesmo pode néo ser representativo, uma vez que o numero amostral de um (ou mais) grupo(s)
é reduzido. AF, atividade fisica; CC, cancer cervical; DIU, dispositivo intrauterino; IMC, indice de Massa
Corporal; ISTs, infecgdes sexualmente transmissiveis; LIEBG, leséo intraepitelial escamosa de baixo
grau; LIEAG, lesao intraepitelial escamosa de alto grau; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).
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TABELA 4 - CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E DE SAUDE GLOBAL/ SAUDE DA
MULHER DOS GRUPOS SL versus CC

Grupo
e SL CcC p
Caracteristica (n=23) (n=16)
Cor Autodeclarada
Branca 21 (91,30%) 15 (100,00%)
Preta 01 (4,35%) 0
Parda 0 0 0,5022
Indigena 01 (4,35%) 0
Branca + Indigena 0 0
42,26 + 13,58 47,06 = 14,31 b
Idade (anos) [20-64] [27-70] 0,295
28,59 + 4,09 25,27 £ 2,59
2 ’ ’ s 3 b
IMC (kg/m?©) [22,49 — 35 84] [22,23 — 27,78] 0,139
AF. Regular®
Néao 08 (44,44%) 02 (66,67%) 0 9298
Sim 10 (55,56%) 01 (33,33%) ’
Tabagismo*
Nunca fumou 15 (65,22%) 09 (56,25%)
Ex-fumante 01 (4,35%) 04 (25,00%) 0,1522
Fumante 07 (30,43%) 03 (18,75%)
Outras Doengas®
Néao 07 (31,82%) 13 (81,25%) 0.0072
Sim 15 (68,18%) 03 (18,75%) ’
Contracepgido Hormonal
Néao 15 (65,22%) 03 (18,75%)
Sim, oral 04 (17,39%) 12 (75,00%) 0.0042
Sim, injetavel 02 (8,70%) 0 ’
Sim, DIU 02 (8,70%) 01 (6,25%)
Idade da Primeira Relagdao Sexual (anos)
<17 07 (31,82%) 09 (60,00%) 0 1742
218 15 (68,18%) 06 (40,00%) '
Parceiros Sexuais (durante toda vida)’
0 0 0
1 05 (27,78%) 01 (20,00%)
2 04 (22,22%) 0 0,262
3 03 (16,67%) 0
>4 06 (33,33%) 04 (80,00%)
Gestagoes’
0 02 (8,70%) 01 (6,25%)
1 06 (26,09%) 08 (50,00%)
2 07 (30,43%) 02 (12,50%) 02222
3 05 (21,74%) 01 (6,25%) ’
4 02 (8,70%) 0
25 01 (4,35%) 04 (25,00%)
Idade do Primeiro Parto (anos)’
<17 02 (10,53%) 03 (23,08%) 0 64292
218 17 (89,47%) 10 (76,92%) ’
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Abortos
0 19 (82,61%) 14 (77,78%)
1 04 (17,39%) 0 0,1192
4 0 04 (22,22%)
Histérico IST?
Néo 14 (66,67%) 15 (93,75%) 0 1148
Sim 07 (33,33%) 01 (6,25%) '
Cauterizacao Prévia
(Colo Uterino)
Néo 13 (56,52%) 15 (93,75%) 0.029°
Sim 10 (43,48%) 01 (6,25%) ’
Menopausa’
Néo 12 (52,17%) 06 (100,00%) 0.0945
Sim 11 (47,83%) 0 '
Historico Familiar de Cancerh
Néo 03 (14,29%) 01 (6,67%) 0 8588
Sim 18 (85,71%) 14 (93,33%) '

LEGENDA: Valores de p obtidos pelo 2teste do Qui-quadrado (x2) com corregdo de Yates ou bteste ¢
de Student para amostras independentes. “AF. Regular = pelo menos uma hora/ duas vezes por
semana); 9Tabagismo = Nunca fumou, reportou nunca ter fumado; Ex-fumante, reportou fumar em
média pelo menos um cigarro/ dia no passado, mas ndo fumou no ultimo ano; Fumante, reportou fumar
em média pelo menos um cigarro/ dia no ano anterior a coleta; ®Outras doengas associadas, incluindo
doencgas cardiovasculares (como hipertensdo arterial sistémica e hipercolesterolemia), doencas
metabdlicas (como diabetes mellitus tipo Il e hipotireoidismo) e doencgas psiquicas (ansiedade e
depressao). {Gestagdes = gestagdes com parto (i.e., excluindo-se abortos); 9Histérico ISTs = histérico
de outras infecgdes sexualmente transmissiveis [reportou antecedente(s) de ISTs]; "Histérico Familiar
de Cancer (qualquer grau de parentesco). ‘Optou-se por incluir os dados referentes a este parametro,
porém o mesmo pode néo ser representativo, uma vez que o nimero amostral de um (ou mais) grupo(s)
é reduzido. AF, atividade fisica; CC, cancer cervical; DIU, dispositivo intrauterino; IMC, indice de Massa
Corporal; ISTs, infecgbes sexualmente transmissiveis; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).
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TABELA 5 - CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E DE SAUDE GLOBAL/ SAUDE DA
MULHER DOS GRUPOS SL versus LIE versus CC

Grupo
Caracteristica SL LIE cC p
(n=23) (n=35) (n=16)
Cor Autodeclarada
Branca 21 (91,30%) 26 (76,47%) 15 (100,00%)
Preta 01 (4,35%) 05 (14,71%) 0 05392
Parda 0 01 (2,94%) 0 ’
Indigena 01 (4,35%) 01 (2,94%) 0
Branca + Indigena 0 01 (2,94%) 0
42,26 £ 13,568 37,08 +10,10 47,06 + 14,31 b
Idade (anos) [20-64] [19-61] [27-70] 0,072
2 28,59 + 4,09 27,15+ 5,22 25,27 + 2,59 b
IMC (kg/m?©) [22,49 — 35,84] [18,87 — 40,06] [22,23 — 27,78] 0,363
AF. Regular®
Néao 08 (44,44%) 14 (73,68%) 02 (66,67%) 01872
Sim 10 (55,56%) 05 (26,32%) 01 (33,33%) ’
Tabagismo*
Nunca fumou 15 (65,22%) 24 (68,57%) 09 (56,25%)
Ex-fumante 01 (4,35%) 06 (17,14%) 04 (25,00%) 0,2872
Fumante 07 (30,43%) 05 (14,29%) 03 (18,75%)
Outras Doengas®
Néao 07 (31,82%) 25 (71,43%) 13 (81,25%) 0.0022
Sim 15 (68,18%) 10 (28,57%) 03 (18,75%) ’
Contracepgido Hormonal
Néao 15 (65,22%) 18 (51,43%) 03 (18,75%)
Sim, oral 04 (17,39%) 11 (31,43%) 12 (75,00%) 0.0182
Sim, injetavel 02 (8,70%) 04 (11,43%) 0 ’
Sim, DIU 02 (8,70%) 02 (5,71%) 01 (6,25%)
Idade da Primeira Relagdao Sexual (anos)
<17 07 (31,82%) 25 (73,53%) 09 (60,00%) 0.0082
218 15 (68,18%) 09 (26,47%) 06 (40,00%) ’
Parceiros Sexuais (durante toda vida)’
0 0 0 0
1 05 (27,78%) 03 (9,68%) 01 (20,00%)
2 04 (22,22%) 02 (6,45%) 0 0. 168
3 03 (16,67%) 05 (16,13%) 0 ’
>4 06 (33,33%) 21 (67,74%) 04 (80,00%)
Gestagoes’
0 02 (8,70%) 04 (12,90%) 01 (6,25%)
1 06 (26,09%) 09 (29,03%) 08 (50,00%)
2 07 (30,43%) 11 (35,48%) 02 (12,50%) 02362
3 05 (21,74%) 05 (16,13%) 01 (6,25%) ’
4 02 (8,70%) 02 (6,45%) 0
25 01 (4,35%) 0 04 (25,00%)
Idade do Primeiro Parto (anos)’
<17 02 (10,53%) 09 (36,00%) 03 (23,08%) 0 1495
218 17 (89,47%) 16 (64,00%) 10 (76,92%) ’



Abortos
0
1
4

Historico IST9
Néao
Sim

Cauterizacao Prévia
(Colo Uterino)

Néo

Sim

Menopausa’
Néo
Sim

Histoérico Familiar de
Cancerh

Nao

Sim

19 (82,61%)
04 (17,39%)
0

14 (66,67%)
07 (33,33%)

13 (56,52%)
10 (43,48%)

12 (52,17%)
11 (47,83%)

03 (14,29%)
18 (85,71%)

26 (89,66%)
03 (10,34%)
0

29 (85,29%)
05 (14,71%)

32 (91,43%)
03 (8,57%)

29 (93,55%)
02 (6,45%)

11 (31,43%)
24 (68,57%)

14 (77,78%)
0
04 (22,22%)

15 (93,75%)
01 (6,25%)

15 (93,75%)
01 (6,25%)

06 (100,00%)

0

01 (6,67%)
14 (93,33%)

78

0,1832

0,081

0,0012

<0,0012

0,0952

LEGENDA: Valores de p obtidos pelo 2teste do Qui-quadrado (x2) com corregdo de Yates ou PANOVA.
¢AF. Regular = pelo menos uma hora/ duas vezes por semana); 9Tabagismo = Nunca fumou, reportou
nunca ter fumado; Ex-fumante, reportou fumar em média pelo menos um cigarro/ dia no passado, mas
nao fumou no ultimo ano; Fumante, reportou fumar em média pelo menos um cigarro/ dia no ano
anterior a coleta; ®Outras doencgas associadas, incluindo doengas cardiovasculares (como hipertensao
arterial sistémica e hipercolesterolemia), doengas metabdlicas (como diabetes mellitus tipo Il e
hipotireoidismo) e doengas psiquicas (ansiedade e depressdo). {Gestagdes = gestagdes com parto (i.e.,
excluindo-se abortos); 9Histérico ISTs = historico de outras infecgdes sexualmente transmissiveis
[reportou antecedente(s) de ISTs]; "Historico Familiar de Cancer (qualquer grau de parentesco). "Optou-
se por incluir os dados referentes a este pardmetro, porém o mesmo pode néo ser representativo, uma
vez que o numero amostral de um (ou mais) grupo(s) € reduzido. AF, atividade fisica; CC, cancer
cervical; DIU, dispositivo intrauterino; IMC, indice de Massa Corporal; ISTs, infeccdes sexualmente
transmissiveis; LIE, les&o intraepitelial escamosa; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E DE SAUDE GLOBAL/ SAUDE DA
MULHER DOS GRUPOS SL versus LIEBG versus LIEAG+CC

Grupo
Caracteristica SL LIEBG LIEAG+CC p
(n=23) (n=16) (n=35)
Cor Autodeclarada
Branca 21 (91,30%) 12 (75,00%) 29 (87,88%)
Preta 01 (4,35%) 02 (12,50%) 03 (9,09%)
Parda 0 0 01 (3,03%) 0,4732
Indigena 01 (4,35%) 01 (6,25%) 0
Branca + Indigena 0 01 (6,25%) 0
42,26 + 13,58 36,75+ 9,89 41,8+ 13,16 b
Idade (anos) [20-64] [19-60] [23-70] 0,346
28,59 + 4,09 27,89 + 5,68 26,20 + 4,43
2 ’ b ) bl ) 3 b
IMC (kg/m?©) [2249 — 3584] [18,87 —37,8]  [19,72 — 40,06] 0,294
AF. Regular®
Néao 08 (44,44%) 09 (81,82%) 07 (63,64%) 01322
Sim 10 (55,56%) 02 (18,18%) 04 (36,36%) ’
Tabagismo*
Nunca fumou 15 (65,22%) 11 (68,75%) 22 (62,86%)
Ex-fumante 01 (4,35%) 02 (12,50%) 08 (22,86%) 0,1322
Fumante 07 (30,43%) 03 (18,75%) 05 (14,29%)
Outras Doengas®
Néao 07 (31,82%) 08 (50,00%) 30 (85,71%) <0.0012
Sim 15 (68,18%) 08 (50,00%) 05 (14,29%) ’
Contracepgido Hormonal
Néao 15 (65,22%) 08 (50,00%) 13 (37,14%)
Sim, oral 04 (17,39%) 05 (31,25%) 18 (51,43%) 0,265
Sim, injetavel 02 (8,70%) 02 (12,50%) 02 (5,71%) ’
Sim, DIU 02 (8,70%) 01 (6,25%) 02 (5,71%)
Idade da Primeira Relagao Sexual (anos)
<17 07 (31,82%) 11 (68,75%) 23 (69,70%) 0,0122
218 15 (68,18%) 05 (31,25%) 10 (30,30%)
Parceiros Sexuais (durante toda vida)’
0 0 0 0
1 05 (27,78%) 02 (13,33%) 02 (9,52%)
2 04 (22,22%) 02 (13,33%) 0 0.1088
3 03 (16,67%) 02 (13,33%) 03 (14,29%) ’
>4 06 (33,33%) 09 (60,01%) 16 (76,19%)
Gestagoes’
0 02 (8,70%) 03 (21,43%) 02 (6,06%)
1 06 (26,09%) 04 (28,57%) 13 (39,39%)
2 07 (30,43%) 04 (28,57%) 09 (27,27%) 07672
3 05 (21,74%) 02 (14,29%) 04 (12,12%) ’
4 02 (8,70%) 0 0
25 01 (4,35%) 01 (7,14%) 05 (15,15%)
Idade do Primeiro Parto (anos)’
<17 02 (10,53%) 04 (40,00%) 08 (28,57%) 0 16952
218 17 (89,47%) 06 (60,00%) 20 (71,43%) ’



Abortos
0 19 (82,61%) 13 (92,86%) 27 (90,00%)
1 04 (17,39%) 01 (7,14%) 02 (6,67%) 0,5142
4 0 0 01 (3,33%)
Histérico IST?
Néo 14 (66,67%) 13 (86,67%) 31 (88,57%) 0.104a
Sim 07 (33,33%) 02 (13,33%) 04 (11,43%) ’
Cauterizacao Prévia
(Colo Uterino)
Néo 13 (56,52%) 07 (87,50%) 33 (94,29%) <0.0012
Sim 10 (43,48%) 08 (12,50%) 02 (5,71%) ’
Menopausa
Néo 12 (562,17%) 14 (93,33%) 21 (95,45%) <0.0012
Sim 11 (47,83%) 01 (6,67%) 01 (4,55%) ’
Historico Familiar de
Cancer”
Néo 03 (14,29%) 06 (37,50%) 06 (17,65%) 0.182a
Sim 18 (85,71%) 10 (62,50%) 28 (82,35%) ’
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LEGENDA: Valores de p obtidos pelo 2teste do Qui-quadrado (x2) com corregédo de Yates ou PANOVA.
¢AF. Regular = pelo menos uma hora/ duas vezes por semana); 9Tabagismo = Nunca fumou, reportou
nunca ter fumado; Ex-fumante, reportou fumar em média pelo menos um cigarro/ dia no passado, mas
nao fumou no ultimo ano; Fumante, reportou fumar em média pelo menos um cigarro/ dia no ano
anterior a coleta; ®Outras doencgas associadas, incluindo doencgas cardiovasculares (como hipertensao
arterial sistémica e hipercolesterolemia), doengas metabdlicas (como diabetes mellitus tipo Il e
hipotireoidismo) e doencas psiquicas (ansiedade e depressdo). {Gestagdes = gestagdes com parto (i.e.,
excluindo-se abortos); 9Histérico ISTs = histérico de outras infecgdes sexualmente transmissiveis
[reportou antecedente(s) de ISTs]; "Historico Familiar de Cancer (qualquer grau de parentesco). "Optou-
se por incluir os dados referentes a este pardmetro, porém o mesmo pode nao ser representativo, uma
vez que o numero amostral de um (ou mais) grupo(s) € reduzido. AF, atividade fisica; CC, cancer
cervical; DIU, dispositivo intrauterino; IMC, indice de Massa Corporal; ISTs, infeccdes sexualmente
transmissiveis; LIEBG, leséo intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG, lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).
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De maneira geral, em todas as comparagdes propostas, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas para a maioria dos parametros
avaliados, incluindo: cor autodeclarada, idade, IMC, pratica ou nao de atividade fisica
regular, tabagismo, numero de parceiros sexuais, numero de gestacdes e aborto(s),
idade do primeiro parto, histérico de IST ou histérico familiar de cancer. Por sua vez,
observou-se variagao significativa, em uma ou mais comparagdes para os seguintes
parametros: presengca ou auséncia de doengas associadas, uso ou nao de
contraceptivos hormonais, idade da primeira relagdo sexual, histérico de cauterizagao
prévia no colo uterino, € menopausa. Estes sdo melhor apresentados e discutidos na
sequéncia.

Considerando-se as diferentes comparagdes propostas, foi observada maior
frequéncia de participantes sem outras doengas associadas no(s) grupo(s):
LIEAG+CC em relagdo ao SL+LIEBG (p<0,001); CC em relagdo ao grupo SL
(p=0,007); LIE e CC em relagao ao grupo SL (p=0,002); e LIEAG+CC em relagao aos
grupos SL e LIEBG (p<0,001). Em conjunto estes dados mostram que a maioria das
mulheres diagnosticadas com LIEAG+CC participantes do presente estudo nao tem
outra doenga associada (pelo menos n&o diagnosticada e conhecida/ informada pelas
mesmas) (TABELAS 3-6). Por sua vez, a proporgdo de mulheres com e sem doenga
associada é semelhante entre mulheres diagnosticadas com LIEBG (TABELA 6),
enquanto ha frequéncia aumentada de mulheres com doenga associada no grupo SL
(TABELAS 4-6).

Tais resultados parecem controversos incialmente, uma vez que, de maneira
geral, tende-se a pensar que mulheres com outras comorbidades tenderiam a
desenvolver lesbes em estagios mais avangados, por razdes diversas, incluindo
alterag¢des no estado imunologico ou alteragdes sistémicas, geradas em consequéncia
da presenca de outra(s) doenga(s). Em fungao disso, buscou-se identificar parametros
adicionais que poderiam explicar tal discrepancia, como a idade. Todavia, ndo houve
diferenca entre as médias de idade dos diferentes grupos (em todas as comparagoes),
nem em outro paradmetro que pudesse justificar tais resultados baseado no que se tem
descrito na literatura. Assim, acredita-se que tais achados possam refletir
caracteristicas particulares do grupo amostral, ou podem ser explicados por outros
fatores ndo avaliados. Outra explicacdo, ainda que meramente especulativa, seria a
possibilidade de mulheres diagnosticadas com lesdes mais avangadas terem o perfil

de n&o buscarem atendimento médico, o que poderia justificar o fato de
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desconhecerem a presencga de outras doengas (as quais poderiam existir, porém, sem
diagndstico). Como a informacgéo referente a presenga ou auséncia de doengas
associadas foi baseada na autodeclaracéo pelas participantes € ndo em analise de
prontuario para verificacdo do diagndstico associado, ndo se pode descartar esta
possibilidade.

Adicionalmente, foi observada maior frequéncia de participantes em uso de
contraceptivo oral no grupo CC em relagdao ao SL (p=0,004), assim como no grupo
com CC em relagdo aos grupos SL e LIE (p=0,018) (TABELAS 4 e 5). Em
contrapartida, as propor¢gdes de mulheres SL e com LIE que ndo utilizam método
contraceptivo ou utilizam o contraceptivo oral ndo diferiram estatisticamente (TABELA
5). Ainda, considerando-se o uso de “contracepg¢ao hormonal” como a unido das
participantes que utilizam pilula, inje¢cdo ou DIU, observou-se igualmente diferencga
significativa entre os grupos SL versus CC (p=0,011) e SL versus LIE versus CC
(p=0,015) (dados nao tabulados). Enquanto a frequéncia de participantes em uso de
qualquer contraceptivo hormonal € maior entre mulheres diagnosticadas com CC
(81,25%), a frequéncia de mulheres que ndo usam qualquer método € maior entre
pacientes SL (65,22%). No grupo com LIE n&o houve variacdo expressiva na
proporcdo de mulheres que usam ou nao qualquer método contraceptivo hormonal
(48,57% e 51,43%, respectivamente).

A maior frequéncia de mulheres em uso de contraceptivo oral (ou “hormonal”,
em geral) no grupo com CC pode estar associada a influéncia de fatores hormonais
no risco aumentado de desenvolver CC (ROURA et al., 2016). Estima-se, por
exemplo, que o uso de contraceptivos orais por 10 anos, por volta dos 20 a 30 anos,
aumente consideravelmente a incidéncia de CC invasivo aos 50 anos (de 7,3 para 8,3
mulheres por 1000, em paises menos desenvolvidos; de 3,8 para 4,5 mulheres por
1000 nos paises mais desenvolvidos). Este risco aumenta com o tempo de uso do
contraceptivo, e diminui ao longo dos anos apoés sua administragao ser interrompida
(APPLEBY et al., 2007). A possivel associagao do uso de contraceptivos injetaveis ou
do DIU com aumento de risco de CC ainda n&o esta bem consolidada, mas existem
evidéncias da mesma (APPLEBY et al., 2007; LOOPIK et al., 2020).

Igualmente, observou-se associacao significativa entre a idade da primeira
relacdo sexual e os diferentes graus de lesdo. Enquanto a maioria das participantes
do grupo SL iniciou sua atividade sexual apds os 18 anos (18 ou mais), observou-se

maior a frequéncia de mulheres que iniciaram a atividade sexual antes dos 17 anos
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(17 ou menos) nos grupos com LIE e CC em comparagao ao grupo SL, assim como
nos grupos LIEBG e LIEAG+CC em comparag¢ao ao grupo SL. O inicio precoce da
atividade sexual € bem descrito como importante fator de risco para o CC, sendo, em
geral, maior a incidéncia de CC em mulheres que iniciaram a atividade sexual antes
dos 18 anos de idade (PLUMMER et al., 2012; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

Aditivamente, foi observada maior frequéncia de participantes sem historico
de cauterizagdo no colo uterino no grupo LIEAG+CC em relagcdo ao SL+LIEBG
(p=0,014), assim como no grupo com CC em relagdo ao grupo SL (p=0,029), nos
grupos LIE e CC em relagéo ao grupo SL (p=0,001) e nos grupos LIEAG+CC e LIEBG
em relagdo ao grupo SL (p<0,001). Conjuntamente, tais dados demonstram que a
maioria das mulheres diagnosticadas com LIE e CC, participantes do presente estudo,
nao tem histérico prévio de cauterizagédo (TABELAS 4 e 5). Além disso, a proporg¢ao
de mulheres sem cauterizagao prévia nos grupos com LIE e CC parece aumentar, de
certa maneira, proporcionalmente ao grau de lesao apresentado. Tais achados podem
indicar a falta de acompanhamento ginecolégico dessas pacientes.

Considerando a histéria natural da infeccao pelo HPV e o desenvolvimento do
CC, é importante ressaltar que este € um processo lento, levando anos ou até mesmo
décadas para ocorrer (MOSCICKI et al., 2012; ZSEMLYE, 2008). Portanto, em geral,
uma paciente com LIE (especialmente LIEAG) ou CC, provavelmente ja apresenta tal
lesdo ha um tempo consideravel, demonstrando que ou ndo teve acompanhamento
ginecoldgico ou este nao foi adequado (de maneira geral, pacientes com LIEAG sao
encaminhadas para cauterizagédo e sdo acompanhadas, salvo em algumas situagoes).
E interessante ressaltar que no grupo SL nota-se porcentagens semelhantes entre
mulheres sem e com historico de cauterizagdo. Assim, nas que apresentam histérico
de cauterizacido prévia, esta parece ter sido eficaz na prevencdo de novas lesoes,
evitando a recorréncia. Esta, por sua vez, € sempre um risco para essas pacientes,
uma vez que muitos fatores como idade (especialmente acima de 50 anos),
persisténcia de HPV-AR, tabagismo, multiparidade e imunocomprometimento, muitas
vezes se mantém mesmo apos a cauterizacdo de uma lesao prévia, favorecendo o
surgimento de uma nova lesao (INCA, 2011).

Por fim, considerando-se as diferentes comparagdes propostas, observou-se
maior frequéncia de mulheres que ainda ndo passaram pela menopausa no grupo
LIEAG+CC em relagéo ao SL+LIEBG (p=0,034), assim como nos grupos LIEAG+CC
e LIEBG em relagéo ao grupo SL (p<0,001) (TABELAS 3 e 6). Outras comparagdes
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propostas foram realizadas, porém podem nao ser representativas devido ao reduzido
numero de participantes com CC apresentando tal informacédo. Considerando a
menopausa como a fase de transicdo do periodo reprodutivo para o nao reprodutivo
na vida da mulher, marcada por mudancas hormonais, fisiolégicas e sociais,
frequentemente associada a disfungdo sexual (THORNTON; CHERVENAK; NEAL-
PERRY, 2015), tais resultados sugerem que os grupos compostos por mulheres com
LIE e CC tém em sua maioria integrantes em idade reprodutiva, possivelmente mais
ativas sexualmente. Assim, tém maior risco de infecgdgo por um HPV-AR, e
consequentemente, maior chance de desenvolver LIE e CC (SCHIFFMAN;
WENTZENSEN, 2013).

Conjuntamente, os parametros analisados acima auxiliam em uma melhor
caracterizagao da populagao estudada. Tal caracterizagao € de extrema importancia,
uma vez que diferencgas significativas entre os grupos estudados podem impactar os
niveis de quantificagcéo relativa avaliados no presente estudo. Diversos estudos vém
mostrando que alteragdes nos niveis de diferentes miRNAs circulantes, incluindo
miRNAs-VEs, podem estar associados a fatores como IMC, idade, pratica de atividade
fisica, tabagismo, entre outros (FLOWERS; WON; FUKUOKA, 2015; MORI et al.,
2019; ROME, 2015; WANG et al., 2015; WHITHAM et al., 2018). Sendo assim, &
importante se considerar a potencial influéncia destes diversos fatores quando se
quantifica miRNAs circulantes, de maneira geral. Dessa forma, além de apresentar
parametros satisfatorios (como adequada especificidade e sensibilidade), um bom
biomarcador/painel de biomarcadores precisa necessariamente transpor estas

potenciais influéncias, garantindo assim sua acuracia.

4.3 MiRNAs-VE Candidatos Selecionados

A partir da reandlise dos dados — respeitando-se as duas abordagens
adotadas — e realizada a intersec¢ao dos resultados obtidos nas analises para tecido
€ muco cervical com os respectivos resultados apresentados pelos estudos de
referéncia (envolvendo exossomos plasmaticos), definiu-se mMiRNAs comuns
diferencialmente expressos nos diferentes materiais bioldgicos avaliados. A FIGURA
10 apresenta os principais resultados observados. Ressalta-se que nesta analise sao

considerados miRNAs “diferencialmente expressos” de maneira geral. Para esta
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analise inicial, os niveis de expressdo (cComo mais ou menos expressos em relagao

aos grupos propostos), nos diferentes materiais, ndo foram considerados.

FIGURA 10 - POTENCIAIS miRNAs-VE CANDIDATOS PARA DIAGNOSTICO DE LIE E CC
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LEGENDA: A partir de dados de diferentes estudos investigando miRNAs diferencialmente expressos
em diferentes materiais bioldgicos — tecido (WILTING et al., 2013), muco cervical (KAWAI et al., 2018)
e exossomos plasmaticos (LV et al.,, 2020; ZHENG et al., 2019) — definiu-se miRNAs comuns
diferencialmente expressos, por analise de bioinformatica. Curiosamente, em ambas as abordagens, o
miR-181b-5p apresentou-se diferencialmente expresso em exossomos plasmaticos, tecido e muco
cervical, enquanto o miR-10b-5p mostrou-se diferencialmente expresso tanto no muco cervical, quanto
em exossomos plasmaticos. Dessa forma, ambos foram selecionados como potenciais miRNAs-VE
plasmaticos candidatos para diagndstico de CC e lesdes precursoras. Adicionalmente, incluem-se dois
miRNAs — miR-155-5p2 e miR-148a-3p®— ambos descritos na literatura como presentes em exossomos
plasmaticos, apresentando potencial diagndstico/progndstico no CC. 2Este miRNA, além de escolhido
por seu potencial papel baseado em dados da literatura, também foi encontrado diferencialmente
expresso no muco cervical, em ambas as abordagens descritas acima. PEste miRNA, além de escolhido
por seu potencial papel baseado em dados da literatura, também foi encontrado diferencialmente
expresso no tecido cervical, quando comparou-se amostras SL versus CC (Abordagem B). AD,
adenocarcinoma; CC, cancer cervical; CCE, carcinoma de células escamosas; LIEAG, lesao
intraepitelial escamosa de alto grau; LIEBG, les&o intraepitelial escamosa de baixo grau; SL, sem leséo.
FONTE: A autora (2022).

Considerando-se a abordagem A, apenas um miRNA — miR-181b-5p —
apresentou-se diferencialmente expresso em todos os materiais biolégicos analisados
(tecido, muco e exossomos plasmaticos); quatro miRNAs — miR-10b-5p, miR-96-5p,
miR-183-5p e miR-889-3p — encontraram-se diferencialmente expressos no muco e
em exossomos plasmaticos; quatro no tecido e em exossomos plasmaticos, incluindo

o miR-30a-5p; e quinze no tecido e no muco cervicais, incluindo os miR-10a-5p e miR-
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21-5p (FIGURA 10; APENDICE 7, TABELA SUPLEMENTAR 1). Por sua vez,
considerando-se a abordagem B, dez miRNAs apresentaram-se diferencialmente
expressos em todos os materiais biolégicos analisados (tecido, muco e exossomos
plasmaticos), incluindo os miR-181b-5p, miR-21-5p e miR-99b-5p; cinco MiRNAs
encontraram-se diferencialmente expressos no muco e em exossomos plasmaticos,
incluindo os miR-10b-5p, miR-361-5p e MiR-501-3p; oito no tecido e em exossomos
plasmaticos, incluindo os miR-30c-5p; e 122 no tecido e no muco cervical, incluindo o
miR-34a-5p (FIGURA 10; APENDICE 7, TABELA SUPLEMENTAR 2).

Curiosamente, o miR-181b-5p mostrou-se diferencialmente expresso em
todos os tipos de materiais bioldgicos avaliados (tecido, muco cervical e exossomos
plasmaticos), tanto entre amostras SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Abordagem A),
quanto entre amostras SL versus CC (Abordagem B). Por sua vez, o miR-10b-5p
mostrou-se diferencialmente expresso tanto no muco cervical, quanto em exossomos
plasmaticos, entre amostras SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Abordagem A), assim
como entre amostras SL versus CC (Abordagem B). Dessa forma, ambos foram
selecionados como potenciais miRNAs-VE plasmaticos candidatos para diagndstico
de CC e lesbes precursoras.

De maneira complementar, baseado em dados da literatura, selecionou-se
dois miRNAs candidatos — miR-148a-3p e miR-155-5p. Ambos sido descritos como
presentes em exossomos plasmaticos (CHEN et al., 2021; LI et al., 2019b; WU et al.,
2020), apresentando potencial diagndstico/prognéstico no CC (HAN et al., 2018; LI et
al., 2019; WU et al., 2021; WANG et al., 2018a), apesar de ainda nao funcionalmente
bem descritos nesse contexto. Destaca-se que o miR-155-5p foi encontrado
diferencialmente expresso no muco cervical em ambas as abordagens adotadas. Por
sua vez, o miR-148a-3p foi encontrado diferencialmente expresso no tecido cervical,
quando foram comparadas amostras SL versus CC (Abordagem B).

Posteriormente a selecao de miRNAs candidatos, considerou-se os niveis de
expressao destes nos diferentes materiais avaliados (TABELA 7). Na sequéncia, s&o
melhor apresentados e discutidos os resultados obtidos através da analise dos dados
pela estratégia de bioinformatica, adotando-se as duas abordagens propostas. Sao
também discutidas e apresentadas as evidéncias que reforcaram a escolha desses
mMiRNAs como candidatos a terem seus niveis avaliados em VEs isoladas a partir do

plasma de amostras de controles e pacientes brasileiras.
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TABELA 7 - PERFIS DE EXPRESSAO DOS DIFERENTES miRNAs SELECIONADOS EM
DIFERENTES MATERIAIS BIOLOGICOS

. Abordagem A Abordagem B

miRNA SL+LIEBG LIEAG+CC SL cc
miR-10b-5p
Tecido - - - -
Muco J T ) 2
Exossomos (Plasma) 1 J T !
miR-148a-3p
Tecido - - 2 )
Muco - - - -
Exossomos (Plasma) - - - -
miR-155-5p
Tecido - - - -
Muco J 0 0 \2
Exossomos (Plasma) - - - -
miR-181b-5p
Tecido 0 J ) 2
Muco J 0 ) 2
Exossomos (Plasma) 1 ¥ ! )

LEGENDA: A partir da reanalise dos conjuntos de dados disponiveis publicamente, referentes aos dois
estudos investigando a expresséo diferencial de diversos miRNAs no tecido (WILTING et al., 2013) e
no muco cervical (KAWAI et al., 2018), obteve-se os diferentes perfis de expresséo de todos ou alguns
dos miRNAs selecionados como potenciais candidatos, nestes materiais. Por sua vez, os perfis de
expressdo dos miRNAs selecionados em exossomos plasmaticos foram obtidos acessando os
resultados apresentados em ambas as publica¢des selecionadas para as duas abordagens adotadas
(LV et al., 2020; ZHENG et al., 2019). T expressao aumentada; $ expressao diminuida. CC, cancer
cervical; LIEBG, lesé&o intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG, lesédo intraepitelial escamosa de
alto grau; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).

4.3.1 miR-10b-5p

Apesar de nao ter sido reportado como diferencialmente expresso no tecido
cervical em nenhuma das abordagens adotadas, este miRNA apresentou niveis
diferentes tanto em exossomos plasmaticos, quanto no muco cervical, em ambas as
abordagens. No muco, observou-se variagao nos niveis deste miRNA, sendo este
menos abundante em amostras SL+LIEBG em relacdo a amostras LIEAG+CC; por
sua vez, mais abundante em amostras SL em relacdo a amostras com CC (TABELA
7). Tais diferengas podem estar associadas as diferentes classificacdes adotadas,
uma vez que no muco analisou-se 0 mesmo conjunto amostral, porém agrupando-se
as amostras de maneiras diferentes. Assim, pode haver fatores que estao
influenciando tais resultados, e que acabam sendo evidenciados quando as amostras
sdo alocadas de maneira diferente.

Apesar dos resultados divergentes acima mencionados, os niveis do miR-10b-

5p foram coincidentes em exossomos plasmaticos, sendo este mais abundante no
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grupo SL+LIEBG e SL em relagéo ao grupo LIEAG+CC e CC, respectivamente. Tais
resultados, conjuntamente, podem sugerir sua potencial agdo como um miRNA
supressor tumoral, tendendo este a ser menos expresso em estagios mais avangados.
Esta tendéncia a ter sua expressao diminuida durante a progressao para o CC vem,
inclusive, sendo reportada na literatura. Investigando a expresséao tecidual deste em
controles e pacientes com diversos graus de les&o cervical, demonstrou-se que esta
vai diminuindo ao longo da progressao para o CC, tendo seus niveis mais diminuidos
em amostras com fenotipo tumoral mais agressivo (ZOU et al., 2016).

Tais achados tém sido reproduzidos por diversos pesquisadores (HOU,;
WANG; LU, 2017; HUANG et al., 2012; SOMMEROVA et al., 2019; YU et al., 2018),
sugerindo de maneira consistente seu papel como supressor tumoral no CC, pelo
menos a nivel tecidual. Embora ainda pouco descrito na literatura no contexto do
cancer em geral, este miRNA tem como alvo genes chave na regulagdo do ciclo
celular, proliferagao celular e apoptose, entre eles BIRC5, E2F2, FOXM1, MCM5, p21
e TP53 (LU et al., 2020; WANG et al., 2019).

Em exossomos, ja se observou niveis aumentados do miR-10b-5p no soro de
pacientes com carcinoma hepatocelular em estagios iniciais (CHO et al., 2020), assim
como em pacientes com leucemia mieloide aguda, estando estes associados a
reducao na sobrevida global destes pacientes (FANG et al., 2020). Igualmente, ja foi
reportado aumento significativo nos niveis deste miRNA em exossomos isolados do
plasma de pacientes com outros tipos de tumores, incluindo o de pulméo (LIU et al.,
2017a) e o adenocarcinoma ductal pancreatico (LAl et al., 2017).

Assim, apesar dos perfis ndo coincidentes observados para o muco, os
resultados relacionados a abundancia deste em exossomos plasmaticos obtidos
através da analise de bioinformatica, somado aos dados da literatura, especialmente
no contexto do CC, tornam o miR-10b-5p um candidato interessante a ser avaliado

em exossomos.
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4.3.2 miR-148a-3p

Apesar de nao reportado como um dos miRNAs comuns diferencialmente
expressos em dois ou mais diferentes materiais biolégicos, através da analise de
bioinformatica, pode-se observar a expressao diferencial do miR-148a-3p no tecido
cervical. Seus niveis de expressao tecidual foram maiores em amostras com CC em
comparagao as SL (TABELA 7). Tais achados sado contrarios aos reportados na
literatura. De maneira geral, este miRNA €& descrito como um miRNA supressor
tumoral, responsavel por inibir a progressao de diversos tipos de tumores (BAO; GUO,
2020; FU et al., 2020; NERSISYAN et al., 2021; PACZKOWSKA et al., 2020). De
maneira semelhante, no CC, este é descrito como um supressor tumoral, pelo menos
a nivel celular/tecidual (CHEN et al., 2021b; HAN et al., 2018; LI et al., 2019; SUN et
al., 2016; ZHANG et al., 2019b). Todavia, a expressao aumentada deste miRNA em
alguns tumores, tem sugerido que este possa igualmente atuar como um oncomiR (LI
et al., 2016). Dentre importantes genes alvo regulados pelo miR-148a-3p, envolvidos
na carcinogénese cervical, destacam-se os genes DNMT1, E2F7 e MET (CHEN et al.,
2021; ZONG et al., 2019).

Na sua forma circulante, o miR-148a-3p ja foi descrito como significativamente
diminuido no soro de pacientes com cancer colorretal em comparagao a controles
(PENG et al., 2020), assim como no plasma de pacientes com cancer gastrico (BAO;
GUO, 2020) ou cancer de mama (LI et al., 2020). A quantificagdo variavel deste
mMiRNA também vem sendo descrita em exossomos. Comparando-se 0s niveis do
miR-148a-3p em exossomos isolados de soro entre controles, pacientes com tumores
benignos e com cancer de mama, observou-se uma diminuicdo gradativa na
quantificacdo deste, sendo esta significativamente menor em pacientes com cancer
de mama (LI et al., 2020). Igualmente, demonstrou-se a redugéo significativa deste
miRNA em exossomos isolados do soro de pacientes com cancer de tireoide em
comparagao aos niveis observados em amostras de pacientes com tumores benignos
ou controles (LI et al., 2021). Por sua vez, os niveis exossomais séricos do miR-148a-
3p mostraram-se significativamente aumentados em pacientes com carcinoma
hepatocelular em relagao aos observados em exossomos provenientes de pacientes
com cirrose hepatica e controles (WANG et al., 2018b).

Estudos investigando os perfis de quantificagdo exossomais do miR-148a-3p

no CC ainda nao foram reportados. Assim, considerando o potencial envolvimento
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deste no CC, somado as evidéncias acima apresentadas, optou-se por inclui-lo como

candidato a ter seu potencial avaliado experimentalmente.

4.3.3 miR-155-5p

Devido a extensa rede de sinalizacdo associada ao miR-155-5p, seu papel na
regulacdo do sistema imunoldgico, no processo de inflamacédo e na hematopoiese,
este miRNA vem se destacando no cenario clinico. Atualmente, este tem sido cotado
como um dos miRNAs mais importantes no contexto do cancer em geral (GULEI et
al., 2019; MAHESH; BISWAS, 2019). O miR-155-5p é bem descrito na literatura como
um oncomiR, tendo sua expressdo aumentada em uma vasta gama de neoplasias
hematologicas e tumores sélidos. Inclusive, inumeros protocolos de pesquisa estao
focados na modulagéo pré-clinica deste para fins terapéuticos, além da investigacéo
de sua expressao dindamica para avaliagdes diagnodsticas/prognésticas, objetivando
inclui-lo no cenario clinico (GULEI et al., 2019). No contexto do CC, diferentes estudos
mostram os efeitos pré-tumorais associados a este miRNA, entre eles: estimulo a
proliferagao celular (LAO et al., 2014) e a transigao epitélio-mesénquimal (TEM)
(YANG et al., 2020), favorencendo a ocorréncia de metastases (LI et al., 2019c).
Dentre os alvos regulados pelo miR-155-5p, envolvidos na carcinogénese cervical,
incluem-se os genes PDK1 e TP53INP1 (LI et al., 2019; WANG et al., 2018).

A expressdo aumentada do miR-155-5p em amostras tumorais cervicais em
comparagao a controles é reportada (GOCZE et al., 2013), sendo esta associada a
um pior prognostico em pacientes com CC (FANG et al., 2016). Adicionalmente,
analisando-se os perfis de expressao do miR-155-5p a partir de células cervicais
(obtidas pelo exame preventivo), observou-se aumento significativo dos niveis desse
miRNA nos estagios de LIE em relagdo ao SL (AZIMI et al., 2021). Niveis aumentados
de miR-155-5p circulante também foram associados a estagios mais avancados de
lesdo em outros materiais bioldgicos, entre eles no soro (OKOYE et al., 2019) e na
urina (AFTAB et al., 2021). Até o presente momento, ndo ha estudos publicados
investigando os perfis de miR-155-5p em VEs isoladas de mulheres com LIE e/ou CC.
Porém, a presencga deste miRNA em exossomos ja foi descrita (CHEN et al., 2021a;
GONZALEZ-VILLASANA et al., 2019; CHEN et al., 2021; NIU et al., 2021).

No presente estudo, através da analise de bioinformatica, observou-se

quantificacao diferencial do miR-155-5p no muco cervical em ambas as abordagens
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adotadas. Todavia, seus perfis de expressao variaram, sendo este menos abundante
em amostras SL+LIEBG em relagdo a amostras LIEAG+CC; porém, mais expresso
em amostras SL em relacdo a amostras com CC (TABELA 7). Conforme discutido
acima, essa discrepancia observada para os resultados obtidos a partir das amostras
de muco (também observada para miR-10b-5p) podem estar associadas a realocagéo
das amostras em diferentes grupos, uma vez que o mesmo conjunto amostral foi
analisado. N&o obstante, baseando-se nas evidéncias reportadas na literatura
demonstrando a importancia deste miRNA no cancer, assim como no CC, optou-se
por incluir o miR-155-5p como um dos candidatos a ser quantificado em exossomos e

que pode vir a compor um futuro painel.

4.3.4 miR-181b-5p

Por sua vez, o miR-181b-5p se destacou sendo diferencialmente expresso em
todos os trés materiais bioldgicos avaliados, e em ambas as abordagens. No tecido,
este miRNA esteve mais expresso no grupo SL+LIEBG e SL em relagdo ao grupo
LIEAG+CC e CC, respectivamente. Assim, sugere-se seu potencial papel supressor
tumoral no microambiente cervical a nivel tecidual. Adicionalmente, considerando-se
os dados conjuntamente, pode-se sugerir que este miRNA passe a ser menos
expresso a medida em que ocorre a progressao para LIEAG e CC. A diminuicdo dos
niveis desse mMIRNA a nivel tecidual nesta etapa poderia entdo favorecer a
carcinogénese cervical.

Em relacdo aos niveis no muco e em exossomos plasmaticos, pode-se
observar resultados discrepantes entre as diferentes abordagens (TABELA 7). No
caso da avaliacdo em exossomos plasmaticos, € importante ressaltar que aqui
considera-se dois estudos diferentes. Estes apresentam numero amostral bastante
diverso, além de incluirem amostras que podem apresentar caracteristicas distintas
(apesar de ambos incluirem mulheres chinesas). Ja os niveis no muco foram obtidos
analisando-se a mesma o0 mesmo conjunto amostral, porém agrupando-se as
amostras de maneiras diferentes. Aqui ndo se consegue inferir um padrdo como se
sugeriu para a expressao dessse miRNA a nivel tecidual. Além disso, podem haver
fatores que est&o influenciando tais resultados conforme discutido acima (também

observados para os miR-10b-5p e miR-155-5p, no muco).
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O papel do miR-181b-5p em diferentes tipos de tumores ainda é bastante
controverso. A nivel tecidual, seu papel como miRNA oncogénico parece ser melhor
estabelecido em alguns tumores, como os de mama (MARYAM; NAEMI; HASANI,
2021; TAHA et al., 2020) e colorretal (GU et al., 2018; SABERINIA et al., 2020),
enquanto sua agdo como supressor tumoral parece ser consistente em gliomas (SHI
etal., 2008, 2013; YIN et al., 2020). Em outros, como nos tumores de pulmao (BRAICU
etal., 2019), os padrdes de expressao deste miRNA ainda ndo sao claros. Igualmente,
ainda sao poucos os genes-alvo deste miRNA descritos na literatura, assim como sao
poucos os estudos investigando os niveis deste miRNA em exossomos no cancer (LAl
et al., 2021; YUN et al., 2019).

Semelhantemente, sdo poucos os trabalhos publicados investigando o papel
do miR-181b-5p na carcinogénese cervical. Sabe-se, até o presente momento, que
este parece estimular a proliferagao celular e inibir a apoptose em células cervicais
tumorais (YANG et al., 2014), modulando a expressao de inumeros genes envolvidos
nestes processos celulares (HE et al., 2010). Tais dados ja contrastam com os dados
preditos no presente estudo, quando considerado o padrdao de expressao deste
miRNA a nivel tecidual (menos expresso em lesdes mais avangadas). Conjuntamente,
todas as informacdes apresentadas reforcam o interesse em melhor estudar e

entender o papel deste miRNA no contexto do CC, inclusive em exossomos.

4.4 Quantificagao Relativa dos miRNAs-VE Candidatos

Os diferentes miRNAs-VE selecionados como potenciais candidatos®, foram
quantificados e comparados entre os diferentes grupos propostos, conforme
apresentado na TABELA 1. Dessa forma, buscou-se determinar potenciais
biomarcadores dos diferentes estagios de LIE e/ou CC para a amostra populacional

estudada.

4 Exceto do miR-155-5p, que ainda sera avaliado.
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4.4.1 miR-10b-5p

Comparando-se os grupos SL+LIEBG versus LIEAG+CC ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos (Mann-Whitney, unicaudal;
p=0,266) considerando-se o0 miR-10b-5p. Todavia, comparando-se os valores de QR
apenas entre amostras SL versus CC, observou-se niveis aumentados deste miRNA-
VE em amostras SL em relacdo a amostras com CC (Mann-Whitney, unicaudal;
p=0,012; fold-change sL xcc = 1,883) (FIGURA 11). Igualmente, conforme esperado,
observou-se diferenga significativa entre estes dois grupos, quando comparados os
grupos SL versus LIE versus CC, conjuntamente (Kruskal-Wallis; p=0,041) (p
ajustado=0,047; fold-change sL x cc = 1,883). Por fim, comparando-se os grupos SL
versus LIEBG versus LIEAG+CC, ndo foi observada diferenga significativa. Em
conjunto, os perfis de quantificagcao relativa observados sugerem que, em mulheres
brasileiras, este miRNA tenha seus niveis diminuidos em VEs plasmaticas no estagio
de CC.

Comparando-se os resultados acima apresentados, com os resultados dos
dois artigos adotados como referéncia (LV et al., 2020; ZHENG et al., 2019), observa-
se perfis semelhantes, com os niveis deste miRNA-VE tendendo a diminuir em
estagios mais avangados de lesdo (sendo este mais abundante em VEs plasmaticas
isoladas de amostras SL+LIEBG e amostras SL do que em VEs isoladas de amostras
LIEAG+CC e CC, respectivamente). No entando, observou-se diferengas
relacionadas ao estagio onde esta diminui¢do parece ocorrer. No estudo conduzido
por Zheng et al. (2019), demonstrou-se que a diminuigao dos niveis desse miRNA-VE
ocorre ja a partir do estagio de LIEAG. Experimentalmente, observou-se diminuigéo
significativa apenas a partir do estagio de CC, sendo este aproximadamente duas
vezes mais abundante em VEs plasmaticas de controles SL em relagdo a VEs
plasmaticas isoladas de pacientes com CC (Mann-Whitney, unicaudal; p=0,012; fold-
change sLxcc = 1,883).

Alguns fatores poderiam explicar tais discrepancias. Entre eles, pode-se citar:
as diferengcas referentes ao conjunto amostral analisado, incluindo diferentes
populacdes estudadas (mulheres chinesas versus brasileiras); diferengas quanto ao
numero amostral total (121 versus 74, respectivamente), assim como na proporgao de
controles e pacientes com LIE (SL: 19,1% versus 31,08%; LIEBG: 4,13% versus
21,62%; LIEAG: 48,76% versus 25,68%, respectivamente). Ainda, fatores
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relacionados a caracteristicas intrinsecas ao conjunto amostral analisado (incluindo
diferencas em fatores sociodemograficos, clinicos, entre outros) podem também

contribuir para as diferencas observadas.

FIGURA 11 - QUANTIFICAGAO RELATIVA DO miR-VE-10b-5p NOS DIFERENTES GRUPOS
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LEGENDA: Quantificagcao relativa do miR-VE-10b-5p presente em VEs plasmaticas de controles e
pacientes, de acordo com diferentes classificagbes propostas. Nao foram observadas diferengas
significativas na quantificacdo deste miRNA entre os grupos SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Mann-
Whitney, unicaudal; p=0,266), nem comparando os grupos SL versus LIEBG versus LIEAG+CC
(Kruskal-Wallis; p=0,186). Por sua vez, comparando-se os valores de QR entre os grupos SL versus
CC, observou-se maior quantificagdo deste miR-VE em no grupo SL em relagdo ao com CC (Mann-
Whitney, unicaudal; p=0,012; fold-change s. x cc=1,883). Igualmente, foi observada diferenca
significativa entre estes dois grupos, quando comparados os grupos SL versus LIE versus CC,
conjuntamente (Kruskal-Wallis; p=0,041) (p ajustado=0,047; fold-change sLxcc =1,883). Os valores de
QR foram calculados com base no método 2-24Ct (QR = 2-24Ct) Para fins de melhor visualizagdo, estes
estéo dispostos no eixo y (representados como log2). CC = cancer cervical; LIEAG = lesao intraepitelial
escamosa de alto grau; LIEBG = lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; QR = quantidade relativa;
SL = sem lesao; ns, ndo significativo (p>0.05); *p<0.05. FONTE: A autora (2022).
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Adicionalmente, as evidéncias acima sugerem sua importancia no contexto da
carcinogénese cervical, tanto a nivel tecidual, quanto a nivel sistémico associado a
VEs plasmaticas. Curiosamente, os perfis de expressao deste parecem ser
consonantes em ambos os compartimentos biologicos, apresentando certa tendéncia
a ter seus niveis diminuidos em estagios mais avangados de lesédo cervical (HOU;
WANG,; LU, 2017; HUANG et al., 2012; LV et al., 2020; SOMMEROVA et al., 2019;
YU et al., 2018; ZHENG et al., 2019).

Assim, acredita-se que sendo melhor avaliado em diferentes conjuntos
amostrais, envolvendo diferentes populacbes bem caracterizadas, podera se definir
melhor o estagio em que os niveis deste miRNA-VE sofrem variagao significativa (e
esta, certamente, pode vir a variar em diferentes populacdes e condi¢cdes estudadas),
além de consolidar (ou n&o) seu potencial uso como biomarcador a compor futuros

painéis que discriminem estagios mais avangados de lesao cervical.

4.4.2 miR-148a-3p

Comparando-se os perfis de quantificacao relativa do miR-148a-3p em VEs
plasmaticas nos diferentes grupos, ndo foram observadas diferengas significativas
entre: SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Mann-Whitney, unicaudal; p=0,067); SL versus
CC (Mann-Whitney, unicaudal; p=0,365); SL versus LIE versus CC, conjuntamente
(Kruskal-Wallis; p=0,201). Todavia, comparando-se os valores de QR entre os grupos
SL versus LIEBG versus LIEAG+CC (Kruskal-Wallis; p=0,014), observou-se diferenga
significativa entre os grupos SL e LIEBG (p ajustado=0,036; fold-change sL x LIEBG =
3,437), assim como entre os grupos LIEBG e LIEAG+CC (p ajustado=0,018; fold-
change (Lieac+cc) xLiEsc = 3,006) (FIGURA 12).

Dessa forma, demonstrou-se que em mulheres brasileiras, este miRNA-VE
plasmatico tem seus niveis inicialmente diminuidos em mulheres com LIEBG em
relagdo as SL; posteriormente, seus niveis parecem aumentar em pacientes com
lesdes mais avangadas (LIEAG+CC) em relacdo as com LIEBG. Tais resultados
podem refletir um papel “dindmico” deste miRNA-VE em particular, tendendo este a
diminuir em estagios iniciais, e aumentar nos estagios mais avangados de lesédo. Este

pode ser particular a populacao estudada, ou comum em diferentes populacées.
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FIGURA 12 - QUANTIFICAGAO RELATIVA DO miR-VE-148a-3p NOS DIFERENTES GRUPOS
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LEGENDA: Quantificagdo relativa do miR-VE-148a-3p presente em VEs plasmaticas de controles e
pacientes, de acordo com diferentes classificagdes propostas. Nao foram observadas diferengas
significativas na quantificacdo deste miRNA entre os grupos: SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Mann-
Whitney, unicaudal; p=0,067); SL versus CC (Mann-Whitney, unicaudal; p=0,365); SL versus LIE versus
CC (Kruskal-Wallis; p=0,201). Todavia, comparando-se os valores de QR entre os grupos SL versus
LIEBG versus LIEAG+CC (Kruskal-Wallis; p=0,014), observou-se diferenca significativa entre os grupos
SL e LIEBG (p ajustado=0,036; fold-change st xLiese = 3,437), assim como entre os grupos LIEBG e
LIEAG+CC (p ajustado=0,018; fold-change (Lieac+cc)xLies = 3,006). Os valores de QR foram calculados
com base no método 224Ct (QR = 2-24CY) Para fins de melhor visualizagéo, estes estdo dispostos no
eixo y (representados como log2). CC = cancer cervical; LIEAG = lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau; LIEBG = lesé&o intraepitelial escamosa de baixo grau; QR = quantidade relativa; SL = sem les&o;
ns, nao significativo (p>0.050); *p<0.050. FONTE: A autora (2022).

Considerando as evidéncias discutidas anteriormente sobre seu papel em
diferentes tumores (secédo 4.3.2), percebe-se que apesar de ser descrito a nivel
tecidual como um miRNA supressor tumoral no CC (CHEN et al., 2021b; HAN et al.,
2018; LI et al., 2019; SUN et al., 2016; ZHANG et al., 2019b), ainda ndo ha estudos
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investigando o miR-148a-3p a nivel sistémico (nem livre, nem associado a VESs).
Sendo assim, ainda sdo escassas as evidéncias que possam explicar tais achados,
reforcando a necessidade de se melhor compreender seu papel no CC e as aparentes

flutuagcdes dinamicas de seus niveis nos diferentes estagios de LIE/CC.

4.4.3 miR-181b-5p

Nas analises prévias realizadas, este miRNA-VE se destacou como
diferencialmente expresso em todos os trés materiais biolégicos avaliados, e em
ambas as abordagens. Apenas a nivel tecidual observou-se maior expressao desse
no grupo SL+LIEBG e SL em relagdo ao grupo LIEAG+CC e CC, respectivamente,
sugerindo seu potencial aumento a medida em que ocorre a progressao para a LIEAG
e 0 CC. No entanto, seus niveis em exossomos plasmaticos € no muco nao foram
coincidentes. Por sua vez, nas amostras provenientes de mulheres brasileiras SL e
com LIE/CC, nao se observou quantificagéo diferencial deste miRNA-VE entre os
grupos, em nenhuma das comparagoes realizadas (FIGURA 13).

Dentre todos os miRNAs selecionados neste estudo, o miR-181b-5p
apresenta-se como o0 menos “estudado”, sendo seu papel no cancer ainda bastante
inconclusivo e, de certa forma, controverso. E, conforme mencionado, seu papel no
CC ainda esta comegando a ser explorado. Dessa forma, existe a possibilidade deste
miRNA-VE nao apresentar quantificagao diferencial em diferentes estagios de lesdo e
CC, na populacao estudada (brasileira), mas sim em outras populagdes. Porém,
podem haver outras razoes pelas quais ndo se observaram variagdes nos niveis
desse miRNA.

Por exemplo, mudancas nos niveis de determinados miRNAs e VEs
circulantes parecem ser moduladas por diversos fatores, incluindo o IMC, assim como
parametros bioquimicos como os niveis de HDL-colesterol/triglicerideos (MORI et al.,
2019; WANG et al., 2015). Igualmente, habitos relacionados ao estilo de vida, entre
eles a pratica de exercicios e a dieta, parecem influenciar os niveis circulantes de
diferentes miRNAs (FLOWERS; WON; FUKUOKA, 2015; ROME, 2015).
Curiosamente, algumas publicagdes demonstraram a alteragcado nos niveis circulantes
do miR-181b-5p em reposta ao exercicio (BANZET et al., 2013; RADOM-AIZIK et al.,
2010) e a dieta (TOME-CARNEIRO et al., 2013).
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FIGURA 13 - QUANTIFICAGAO RELATIVA DO miR-VE-181b-5p NOS DIFERENTES GRUPOS
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LEGENDA: Quantificagado relativa do miR-VE-181b-5p presente em VEs plasmaticas de controles e
pacientes, de acordo com diferentes classificagbes propostas. Nao foram observadas diferengas
significativas na quantificacdo deste miRNA entre os grupos: SL+LIEBG versus LIEAG+CC (Mann-
Whitney, unicaudal; p=0,265); SL versus CC (Mann-Whitney, unicaudal; p=0,110); SL versus LIE versus
CC (Kruskal-Wallis; p=0,536); SL versus LIE versus LIEAG+CC (Kruskal-Wallis; p=0,745). Os valores
de QR foram calculados com base no método 2-22Ct (QR = 2-22CY), Para fins de melhor visualizagdo,
estes estdo dispostos no eixo y (representados como log2). CC = cancer cervical; LIEAG = leséo
intraepitelial escamosa de alto grau; LIEBG = lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; QR =
quantidade relativa; SL = sem les&o; ns, nao significativo (p>0.050). FONTE: A autora (2022).

Comparando-se os diferentes grupos quanto a pratica de atividade fisica
regular ou ndo (TABELAS 3-6), ndo foram observadas diferengas. Certamente, neste
estudo, a informacgao referente a pratica de exercicio néo é detalhada, além de ser
autodeclarada. Ainda, a proporgao de mulheres para a qual tal informagao foi obtida
€ baixa, especialmente quando consideramos o grupo LIEAG+CC. Igualmente, os

valores de IMC nao variaram entre os diferentes grupos comparados.
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Assim, € importante que mais estudos sejam conduzidos, em diferentes
populacdes bem caracterizadas, a fim de definir o papel do miR-181b-5p no CC. Assim
sera possivel validar ou excluir seu potencial papel como biomarcador, podendo este

igualmente ser variavel em diferentes populagdes estudadas.

4.5 Potencial Diagnostico dos miRNAs-VE Diferencialmente Quantificados

A partir dos resultados apresentados na subsecgao anterior, alguns miRNAs
foram diferencialmente quantificados em algumas comparag¢des: a) miR-10b-5p
(potencial em discriminar amostras SL versus CC); b) miR-148a-3p (potencial em
discriminar amostras SL versus LIEBG); e ¢) miR-148a-3p (potencial em discriminar
amostras com LIEBG versus LIEAG+CC). Sendo assim, a fim de verificar o potencial
diagnostico destes, realizou-se a construcdo de curvas ROC individuais,
determinando-se assim sua acuracia, através da obtencdo de parametros como
sensibilidade e especificidade. Na FIGURA 14 sao apresentadas as curvas ROC
referentes aos dois miRNAs-VE, considerando-se as comparagdes propostas. Os
parametros obtidos através das mesmas sao apresentados na TABELA 8.

De maneira geral, ao acessar a acuracia de um teste diagnostico (ou
biomarcador), diversos parametros sao avaliados, entre eles a AUC. Os valores de
AUC variam entre 0,5 e 1. Valor igual a 1 indica que este pode classificar corretamente
todo e qualquer individuo no seu respectivo grupo, sendo um “teste/biomarcador
perfeito”. Valores préximos a 0,5 refletem a inabilidade deste em fornecer informacdes
para classificagcao dos individuos. Por sua vez, diferentes valores de AUC refletem
diferentes graus de acuracia, da seguinte maneira: entre 0,90 e 1,00 (excelente); entre
0,80 e 0,90 (boa); entre 0,70 e 0,80 (razoavel); entre 0,60 e 0,70 (ruim); e de 0,50 a
0,60 (insatisfatéria) (HAJIAN-TILAKI, 2013; LI; HE, 2018).
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FIGURA 14 - POTENCIAL DIAGNOSTICO DO miR-VE-10b-5p e miR-VE-148a-3p EM DISCRIMINAR
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LEGENDAS: Curvas ROC individuais calculadas a partir dos valores de QR obtidos para: o miR-VE-
10b-5p, avaliando seu potencial em discriminar amostras SL de amostras com CC (A); o miR-VE-148a-
3p, avaliando seu potencial em discriminar amostras SL versus amostras com LIEBG (B) e LIEBG
versus LIEAG+CC (C). AUC = area sob a curva (do inglés, area under the curve); CC = cancer cervical;
LIEAG = lesao intraepitelial escamosa de alto grau; LIEBG = lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau; QR = quantidade relativa; SL = sem lesdo. FONTE: A autora (2022).
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TABELA 8 - PARAMETROS OBTIDOS ATRAVES DA ANALISE DE CURVAS ROC INDIVIDUAIS

miRNA-VE Grupos AUC p Cutoff SENS. ESP.
miR-VE-10b-5p SLxCC 0,7188 0,02286 <0,5060 81,25% 72,73%
miR-VE-148a-3p SL x LIEBG 0,7171 0,02890 >0.8845 75,00% 68,75%

miR-VE-148a-3p LIEBG x LIEAG+CC 0,6997  0,02265 <1.005 75,00% 73,68%

LEGENDAS: Parametros calculados a partir das curvas ROC construidas para os diferentes miRNAs-
VE. AUC = area sob a curva (do inglés, area under the curve); CC = cancer cervical; ESP. =
especificidade; LIEAG = lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; LIEBG = lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau; SENS. = sensibilidade; SL = sem lesdo. FONTE: A autora (2022).

Adicionalmente, sensibilidade e especificidade também sao parametros
obtidos a partir da analise de curvas ROC. A sensibilidade de determinado teste
diagndstico (ou biomarcador) corresponde a capacidade que este apresenta de
detectar os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar
corretamente os doentes ou com determinada condi¢ao clinica. Por sua vez, a
especificidade de determinado teste diagndstico (ou biomarcador) corresponde a
capacidade que este apresenta de detectar os verdadeiros negativos, isto é, de
diagnosticar corretamente os individuos que nao apresentam a doenga ou a condigao
clinica investigada (GHAALIQ et al., 2008). Ambos variam de 0 a 1, com 1 indicando
que o teste diagndstico (ou biomarcador) pode classificar corretamente todos os
individuos com teste positivo como doentes (ou com determinada condigédo), assim
como todos os individuos com teste negativo como de fato ndo doentes (ou sem
determinada condicao) (GHAALIQ et al., 2008; LI; HE, 2018).

A titulo de exemplo, tomando como base o observado para o miR-VE-10b-5p,
que apresentou AUC de 0,7188, sensibilidade de 81,25% e especificidade de 72,73%
em discriminar amostras SL versus CC, podemos dizer que: a) baseado nos valores
de AUC, este apresenta potencial diagnostico razoavel; b) baseado na sensibilidade
de 81,25%, este teste classifica corretamente 81,25% das mulheres com CC, porém
classifica incorretamente 18,75% dessas mulheres (como SL, enquanto deveria
classificar como com CC); e c) baseado na especificidade de 72,73%, este classifica
corretamente 72,73% das mulheres SL, porém classifica incorretamente 27,27%
dessas mulheres (como CC, enquanto deveria classificar como SL). Assim, todos
esses parametros, em conjunto, irdo definir a acuracia de determinado teste

diagndstico (ou biomarcador).
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Assim, os valores obtidos através das curvas ROC individuais revelaram que
o miR-VE-10b-5p tem potencial diagndstico razoavel em discriminar amostras SL de
amostras com CC; enquanto o miR-VE-148a-3p apresenta potencial diagndstico
razoavel e ruim em discriminar os grupos LIEBG versus SL e LIEAG+CC versus
LIEBG, respectivamente. Em relagcao aos valores de sensibilidade e especificidade,
apesar de alguns autores classificarem determinado teste diagndstico (ou
biomarcador) como tendo “boa”, ou “moderada” ou “baixa” sensibilidade e/ou
especificidade, ndo se encontrou referéncia que definisse claramente intervalos
associados a tais parametros. Assim, preferiu-se restringir-se aos valores observados.
Ainda, é importante ressaltar que, de acordo com o objetivo a ser atingido com
determinado teste diagnodstico (ou biomarcador), pode-se admitir maior sensibilidade
e menor especificidade, ou o contrario. Inclusive, destaca-se que o teste ideal, com
100% de sensibilidade e especificidade dificilmente existe na pratica, pois a tentativa
de melhorar a sensibilidade, em geral, tem o efeito de diminuir a especificidade
(GHAALIQ et al., 2008).

Sendo assim, apesar de tais parametros nao se aproximarem dos parametros
ideiais esperados para um “teste/biomarcador perfeito”, estes nao invalidam a
avaliacado e potencial utilizagdo destes combinados a outros biomarcadores, por
exemplo, em painéis diagnodsticos. Muitas vezes, diferentes biomarcadores com graus
de acuracia diversos podem compor determinado painel diagndstico com acuracia
elevada e satisfatoria (SCHUTTE et al., 2017). Especialmente no caso do miR-VE-
10b-5p, se considerarmos sua potencial utilizacdo no rastreamento de CC, parece
razoavel ou até mesmo satisfatoria sua sensibilidade (de 81,25%) em discriminar
amostras com CC de amostras SL. Dessa forma, sugere-se que este possa vir a
compor futuros painéis diagnosticos para discriminar diferentes estagios de LIE/CC.
Seu potencial papel na carcinogénese cervical, seus perfis de quantificacdo em
€exossomos e o0s resultados aqui obtidos corroboram esta possibilidade. Combinado a
outros biomarcadores associados a VEs (sejam outros miRNAs ou diferentes
moléculas), este pode vir a agregar valor e acuracia a futuros potenciais painés que
discriminem adequadamente os estagios de CC e/ou as lesdes precursoras.

Por fim, acrescenta-se ainda outros requisitos importantes a serem
considerados quando se avalia o desempenho de um potencial biomarcador, sendo:
boa estabilidade e obtencdo de maneira relativamente simples e néo invasiva. Nao

surpreendentemente, muitos grupos de pesquisa tém focado em miRNAs
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extracelulares (livres ou miRNAs-VE) como potenciais biomarcadores, uma vez que
estes sdo estaveis, podendo ser detectados em diferentes biofluidos (sangue, urina,
entre outros) através de ensaios relativamente baratos e de simples realizacao,
apresentando boa sensibilidade (MORI et al., 2019). Assim, apesar de se esperar que
um bom biomarcador apresente elevado valor de AUC, alta sensibilidade e alta
especificidade, ao final, o potencial diagnostico de determinado biomarcador acaba

sendo determinado através da combinagao de parametros diversos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Entre as moléculas que ganharam destaque nos ultimos anos como potenciais
biomarcadores, incluem-se os miRNAs, pequenos ncRNAs com amplo potencial
regulatorio (GEBERT; MACRAE, 2018), expressos virtualmente por todas as células
nucleadas e presentes em diversos compartimentos e fluidos corporais (BARTEL,
2018; LUDWIG et al., 2016). Adicionalmente, aqueles secretados em VEs — os
miRNAs-VE — parecem o ser de maneira seletiva (VAN DEN BOORN et al., 2013),
tendo papel importante na comunicacgao intercelular, podendo modular a expresséo
génica e diferentes fungbes de células préximas ou distais. Ainda, podem refletir a
condigao clinica de determinado individuo (MORI et al., 2019). Estas evidéncias,
somadas a boa estabilidade apresentada pelos miRNAs-VE, assim como a
possibilidade de facil obtencdo destes a partir de diferentes biofluidos, destacam o
potencial uso destas moléculas como biomarcadores em diversas doengas, como no
cancer (KAI; DITTMAR; SEN, 2018b; WANG; CHEN; SEN, 2016). No contexto do CC,
isso ndo é diferente (CHEUNG et al., 2012; PARDINI et al., 2018).

Baseando-se em tais evidéncias, e partindo da necessidade de se identificar
e validar novos biomarcadores em bidpsia liquida para o diagndstico do CC, assim
como de seus estagios precursores, propds-se este estudo. Aqui, pretendeu-se avaliar
o potencial de miRNAs-VE plasmaticos candidatos como biomarcadores para o
diagnostico de CC e lesdes precursoras em amostras de controles e pacientes
brasileiras. Para tanto, adotou-se estratégias (analise de bioinformatica e a busca na
literatura cientifica) a fim de se identificar miRNAs-VE candidatos para o diagndstico
de CC e de lesdes precursoras em bidpsia liquida, selecionando-se ao final quatro
mMiRNAs-VE candidatos — miR-10b-5p, miR-148a-3p, miR-181b-5p e miR-155-5p —
tendo os trés primeiros seus niveis avaliados.

Em conjunto, os resultados obtidos mostraram que, em mulheres brasileiras,
o0 miR-VE-10b-5p tem seus niveis diminuidos em VEs plasmaticas no estagio de CC
(em comparacgéo a controles SL), tendo potencial diagnostico razoavel em discriminar
tais estagios. Certamente, considerando-se o CC como uma doenga com progressao
em diferentes etapas, existe uma certa lacuna quando se propde discriminar controles
SL de pacientes CC. Com os resultados obtidos na presente tese, n&o foi possivel
definir com clareza em que momento, durante a progressao de um estagio SL para o

CC, ocorrem mudancas nos niveis deste miRNA-VE, mesmo que de forma
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intermediaria. Todavia, analisando-se conjuntamente os dados dos artigos de
referéncia e os dados experimentais aqui apresentados, somado ao papel desse
miRNA no CC, hipotetiza-se que este tenha seus niveis diminuidos em estagios mais
avancados de lesao (LIEAG para CC). Dessa forma, acredita-se que este apresente
potencial para ser inserido em futuros painéis diagnosticos a fim de discriminar
diferentes estagios de LIE/CC. Por sua vez, na amostra populacional estudada os
perfis de quantificacao relativa do miR-VE-181b-5p nao variaram significativamente
entre os grupos avaliados, enquanto os do miR-VE-148a-3p apresentaram
“flutuacdes” significativas entre SL, LIEBG e LIEAG+CC. Todavia, o potencial
diagnostico deste em discriminar os diferentes estagios avaliados ndo se mostrou
satisfatorio, o que néo exclui sua avaliagao futura de forma combinada (em painéis).

Adicionalmente, ressalta-se que todos os resultados acima apresentados sao
exploratorios, sendo de extrema importancia que novos estudos sejam conduzidos,
tanto incluindo participantes brasileiras (inclusive de outros estados brasileiros, uma
vez que a populacao aqui representada nao reflete a realidade da populagao brasileira
em sua totalidade), quanto representantes de outras populagées. Assim, sera possivel
confirmar ou excluir o potencial destes diferentes miRNAs em identificar diferentes
estagios de leséo cervical. Ainda, certamente existe a possibilidade de determinado
miRNA-VE ter niveis significativamente variados em diferentes populagdes avaliadas.

Como limitagdes do presente estudo, pode-se citar o tamanho amostral,
sendo interessante aumentar o numero de pacientes com CC, assim como ter um
tamanho amostral mais equitativo entre os diferentes grupos amostrais para as
diferentes comparacgdes propostas. Outra limitacdo € a normalizacdo dos dados de
quantificacdo relativa, realizada apenas com o controle exdgeno (cel-miR-39).
Recomenda-se que seja utilizado também um gene de referéncia, com detecgao
estavel e quantidade adequada em VEs de plasma.

Como ponto forte do presente estudo, destaca-se o fato deste incluir mulheres
brasileiras, podendo vir a ser o primeiro estudo publicado a identificar o perfil de
mMiRNAs-VE em amostras de controles e pacientes brasileiras com LIE/CC. Este fato,
inclusive, pode vir a ter relevancia “global”’, uma vez que, em sua maioria, os estudos
investigando miRNAs circulantes (livres ou em VEs) no contexto do CC incluem
apenas participantes chinesas ou japonesas. Adicionalmente, o presente conjunto
amostral podera vir a ser utilizado em estudos futuros, tanto para a confirmacao dos

dados preliminares aqui obtidos, como para a busca de novos biomarcadores. Apenas
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a medida em que novos estudos, bem conduzidos e caracterizados, forem publicados
€ que padrdes contrastantes serdo melhor entendidos, e padrdes consonantes e

validos, consolidados.

6 CONCLUSAO

MiRNAs circulantes, em especial miRNAs-VE, apresentam potencial como
biomarcadores em bidpsia liquida, podendo refletir a condi¢ao clinica de determinado
individuo. Neste estudo, demonstrou-se que, em mulheres brasileiras, o miR-VE-10b-
5p tem seus niveis diminuidos em VEs plasmaticas no estagio de CC (em comparagao
a controles SL), tendo potencial diagnéstico razoavel em discriminar tais estagios. Os
dados da literatura reportando seu papel no CC, somado aos niveis de expressao em
exossomos plasmaticos observados nos estudos de referéncia aqui analisados, assim
como os resultados experimentais obtidos, sugerem que este tenha seus niveis
diminuidos em estagios mais avangados (LIEAG e/ou CC). Assim, este apresenta
potencial para discriminar diferentes estagios de LIE/CC, podendo vir a compor futuros
paineis diagnésticos. Por sua vez, os niveis de miR-VE-181b-5p ndo variaram
significativamente entre os grupos avaliados, enquanto os niveis do miR-VE-148a-3p
apresentaram flutuagdes significativas entre amostras SL, LIEBG e LIEAG+CC, porém
apresentando potencial diagndstico razoavel/ruim para discriminar tais grupos. Por
fim, ressalta-se a necessidade de validacao adicional em grupos amostrais maiores,
incluindo diferentes amostras populacionais, a fim de se confirmar a potencial

utilizagao destes biomarcadores para futura aplicagéo clinica diagndstica.
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APENDICE 4 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
HOSPITAL ERASTO GAERTNER

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidada a participar do estudo intitulado “Analise genética e de proteinas do
sistema imune inato em pacientes com lesao intraepitelial cervical ou cancer do colo do utero”. Para
que vocé possa decidir se aceita ou nao participar, esse termo fornece algumas informagoes.

1. O objetivo do estudo é analisar se existem alteragdes no seu DNA (ou outro material genético)
ou em componentes que fazem parte do seu sistema imunoldgico inato e que poderiam
influenciar no desenvolvimento de lesdes e cancer do colo do Utero. Sabemos que o virus HPV
pode causar essa doenga, por isso pretendemos investigar também o tipo de HPV que levou ao
seu desenvolvimento.

2. Para realizar esse estudo, pretendemos fazer algumas perguntas para vocé e verificar seus
dados e informagdes no prontuario. Gostariamos de coletar seu sangue para realizar testes
laboratoriais, como analisar partes do seu DNA e proteinas relacionadas com o sistema
imunoldgico inato. Para tal, pretendemos utilizar também blocos de amostras bioldgicas
(amostras de biopsias ou tumor) e/ou escova endocervical coletada durante exame preventivo,
caso voceé tenha sido submetida a algum procedimento padrao no Hospital Erasto Gaertner para
extracdo dos mesmos.

3. A coleta de sangue sera realizada por pungéo periférica da veia do antebrago. Os desconfortos
da coleta de sangue estdo relacionados a propria pungdo da veia, incluindo dor leve e,
eventualmente, hematomas. Caso haja alguma complicacdo durante e apdés a coleta, nos
responsabilizamos para atendé-la e fornecer os cuidados necessarios.

4, Nao havera beneficio direto para vocé, pois se trata de um estudo experimental. Entretanto,
acreditamos que por meio desse estudo poderemos conhecer melhor fatores que poderiam
influenciar no desenvolvimento do cancer do colo do utero.

5. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. Os principais investigadores sdo Camila de Freitas
Oliveira, que pode ser encontrado no endereco Rua General Carneiro, 181 ou pelo telefone (41)
3360-1800 (ramal 6537) e Fernanda Costa Brandao Berti, que pode ser encontrado no enderego
Av. Cel. Francisco H. dos Santos, 100 ou pelo telefone (41) 3361-1724.

6. Se voce tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), no Hospital Erasto Gaertner— R Dr. Ovande do Amaral,
201. — Bairro Jardim das Américas — Fone: (41) 3361-5271.

7. Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo no seu tratamento na Instituigao.

8. As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras pacientes. N&do iremos divulgar
seu nome quando os resultados do estudo forem publicados.

9. Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados do estudo. Para tal, vocé pode
entrar em contato com o investigador principal (endereco e telefone ja foram mencionados
acima).

10. Nao ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacgéao financeira relacionada a sua participagédo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.
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11. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), vocé tem direito a tratamento médico na Instituicao,
bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

12.  Os dados e o material coletado serdo utilizados para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Analise genética e de proteinas do sistema imune inato em pacientes
com leséo intraepitelial cervical ou cancer do colo do uUtero”. Eu discuti com a Sra. Camila de Freitas
Oliveira e/ou Sra. Fernanda Costa Brandao Berti, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
Servigo.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Data / /

Assinatura da testemunha

Data / /

Assinatura do Pesquisador
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APENDICE 5 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — UBS
NOSSA SENHORA APARECIDA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Prof.2 Danielle Malheiros Ferreira, Gabriel Adelman Cipolla, Fernanda Costa Brandao Berti e
Helen Cristina Beckert, da Universidade Federal do Parand, estamos convidando a Senhora, mulher
com ou sem historico pessoal de lesao intraepitelial escamosa do colo uterino, a participar de um estudo
intitulado “Caracterizacdo do perfil de microRNAs em vesiculas extracelulares de pacientes com
Lesobes Intraepiteliais Escamosas do Colo Uterino”.

Biomarcadores sdo moléculas presentes no organismo de individuos com uma condigéo especifica
(neste caso, lesao intraepitelial escamosa do colo uterino) e que permitem realizar a sua distingdo de
individuos livres dessa condig¢ao. A identificagcdo destas moléculas permite o desenvolvimento de novas
formas de diagnéstico ndo invasivo, ou seja, em que ndo é necessdria uma bidpsia, o que pode
favorecer a detecgéo precoce da doenca. Com o diagndstico precoce e a identificagdo dos diferentes
graus de lesdo estes métodos podem também auxiliar na prevencao da evolugédo dessas lesbes para
o estagio de cancer de colo uterino.

Sendo assim o objetivo desta pesquisa é identificar biomarcadores ndo-invasivos, presentes na
secrecao cervical e no sangue (plasma) de pacientes com diferentes graus de leséo intraepitelial
escamosa, que sejam capazes de auxiliar no diagndstico e progndstico. E importante ressaltar que este
grupo realiza pesquisa basica, sendo que os dados obtidos a partir desta pesquisa serdo dados
preliminares e que nao serao imediatamente implementados na clinica. Para que esses biomarcadores
sejam implementados ha a necessidade de estudos adicionais e comprovagao de sua eficacia pela
comunidade cientifica. Portanto, ndo ha beneficio imediato as participantes e tampouco risco de
identificacao genética de qualquer natureza.

Caso vocé decida participar da pesquisa, € necessario:

1) ter mais de 18 anos;

2) permitir a utilizacdo da escova endocervical colhida anteriormente pela equipe médica/ de
enfermagem (resultante da coleta do exame preventivo de rotina);

3) permitir a coleta de aliquotas de sangue (2 tubos de 4ml) €;

4) permitir a aplicagdo de questionario.

Para tanto, apds realizagdo do exame preventivo, vocé precisara encaminhar-se a nossa equipe
(em sala especifica indicada pelo médico/ equipe de enfermagem, na propria Unidade Basica de
Saude). Neste momento, vocé sera questionada se:

1) deseja participar da pesquisa (leitura, eventuais esclarecimentos e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido);

2) se permite ou ndo a utilizagdo da escova endocervical colhida anteriormente pela equipe médica/

de enfermagem (resultante da coleta do exame preventivo de rotina);

Observacédo: A amostra de secrecdo cervical, consiste na verdade, na utilizacdo da escova
endocervical utilizada para coleta do exame preventivo (exame de rotina, realizado
independentemente da pesquisa), a qual seria descartada. Para que possamos utiliza-la, é
necessaria apenas sua autorizagdo (para utilizagdo desse material que seria descartado
normalmente).

3) se permite a coleta de aliquotas de sangue, e no caso de permitir a mesma sera coletada.

Observagao: E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente relacionado ao
local de onde sera retirado o sangue. E possivel que surja uma mancha arroxeada no local da
introdugdo da agulha, mas ela desaparecera ao longo dos dias, mas se a Senhora desejar, pode
ser aplicada uma pomada no local para facilitar o desaparecimento da mancha. O material obtido,
sangue periférico (obtido por pungao venosa), sera utilizado unicamente para essa pesquisa e sera
consumido inteiramente durante o estudo.

4) se permite a aplicagdo do questionario, e no caso de permitir o mesmo sera realizado.
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Observagéo: Caso a Senhora experimente algum desconforto em relagédo a algumas perguntas durante
a aplicagao do questionario, podera optar por ndo respondé-las, sendo respeitada integralmente.

Todo o procedimento levara aproximadamente 15 minutos (incluindo aproximadamente 5 minutos
para leitura e esclarecimento de duvidas em relagdo ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
2 minutos para a coleta de sangue, 5 minutos para aplicagdo de questionario).

Os beneficios esperados com essa pesquisa incluem o desenvolvimento de métodos ndo-invasivos
(sem necessidade de biopsia, por exemplo) de identificacdo dos diferentes estagios de lesao
intraepitelial escamosa. Adicionalmente, além de permitir o diagnéstico, a facilitagdo deste podera
contribuir igualmente para a prevengao do cancer de colo uterino. Ressalta-se que ndo ha um beneficio
direto e imediato, nem indireto a Senhora, sendo que os resultados da pesquisa ndo deverao impactar
no curso de seu acompanhamento. No entanto, os achados desta pesquisa poderao trazer beneficios
futuros para as pacientes que vierem a desenvolver esses tipos de lesdes e, consequentemente, para
as que vierem a desenvolver cancer de colo uterino, seja auxiliando em um diagndéstico mais preciso,
ou até mesmo no direcionamento de tratamentos mais eficazes. Esclarecemos que embora seja uma
pesquisa genética, as informacdes que serdo obtidas ndo se constituem em parédmetros hereditarios e
nao sao transmitidos para futuras geracgdes, portanto ndo ha necessidade de aconselhamento genético
nem de outro tipo de preocupacédo ou cuidado.

Os pesquisadores Danielle Malheiros Ferreira, Gabriel Adelman Cipolla, Fernanda Costa Brandao
Berti e Helen Cristina Beckert, responsaveis por esta pesquisa, poderao ser localizados no Laboratério
de Genética Molecular Humana, sala 60, no departamento de genética da Universidade Federal do
Parana, Campus Politécnico, Av. Coronel Francisco Heraclito dos Santos, 210, fone (41) 3361-1724,
no horario das 9h as 17h (ou a qualquer momento no e-mail nandabrandao@hotmail.com) para
esclarecer eventuais duvidas que a Senhora possa ter e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes,
durante ou depois de encerrado o estudo.

A sua participagado neste estudo € voluntaria e se a Senhora ndo quiser mais fazer parte da
pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

As informacgdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas
(como a pesquisadora responsavel, a médica/ enfermeira e a aluna de pés-graduacdo envolvida na
pesquisa). No entanto, se qualquer informacao for divulgada em relatério ou publicagao, isto sera feito
sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade.
Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um coédigo.

As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (como o transporte do material
biolégico até a universidade e todos os reagentes utilizados durante a pesquisa, entre outros) ndo sao
de sua responsabilidade e a Senhora nao recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participagao.

Se a Senhora tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana, pelo telefone (41) 3360-7259. O Comité de Etica em
Pesquisa é um 6rgao colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instituicbes que
realizam pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o objetivo de proteger os
participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade, e assegurar que as pesquisas sejam
desenvolvidas dentro de padrdes éticos (Resolugao n® 466/12 Conselho Nacional de Saude).

Eu, li esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagao que recebi
menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagéo a
qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem qualquer prejuizo para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, __ de de

[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal]

[Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE]
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APENDICE 6 — QUESTIONARIO APLICADO AS PARTICIPANTES DO ESTUDO EM

AMBOS OS CENTROS DE SAUDE PARTICIPANTES

| FICHA CADASTRAL |
Data coleta: / / Suspeita diagnéstica:
N° Registro/prontuario:
Nome Completo:
Data de nascimento: / / Idade: Peso:
Estado civil:
Etnia: () Branca ( ) Negra () Asiatica () Indigena
Observacgoes:

Jejum: ( ) Nao ( ) Sim

Estado geral: ( ) BEG ( ) Gripada ( )

Em uso de antibiotico () Febre nas ultimas 48h
Observagoes:

Altura:

Realiza atividade fisica regularmente? () Nao ( ) Sim
Tipo/frequéncia:
Realizou atividade fisica antes da coleta? ( ) Nao ( ) Sim
Tipo/frequéncia:

[OUTROS DADOS: |

Renda familiar ( )1SM( )1-3SM( )3-5( ) >5

Escolaridade: ( ) EF. incompleto ( ) EF. completo ( ) EM. incompleto

() EM. completo ( ) ES. incompleto ( ) ES. Completo

Conhecimento sobre HPV: (' ) Nunca ouvi falar ( ) Ja ouvi falar mas nédo sei o que é ( ) Conheco

(transmissao e doengas)

Vocé esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao
Amamentando? () Sim( ) Nao
N° de gestacgoes: Idade do 1° parto

N° de abortos: Motivo do aborto:

Idade da primeira relagéo sexual:
N° total de parceiros no decorrer da vida sexual:
N° total de parceiros nos ultimos 6 meses:

Uso de métodos contraceptivos
() Pilula anticoncepcional * Tempo total (em anos) do uso:
inicio: Marca:

( )DIU * Tempo total (em anos) do uso:
inicio: Marca:
() Injecao hormonal * Tempo total (em anos) do uso:
inicio: Marca:

() Laqueadura

Uso de preservativo:( ) Sempre ( ) As vezes ( ) Nunca
Menopausa? () Nao ( ) Sim * Idade de inicio:

Faz reposicdo hormonal: ( ) Sim () Nao

Data da ultima menstruagéao: de a

Periodo do ciclo menstrual: ( ) 28 dias ( ) 32 dias outros

Idade de

Idade de

Idade de

Ex- fumante?
( )Nao ( ) Sim * Ha quanto tempo parou de fumar?

Durante quanto tempo fumou? N° cigarros dia
Fumante?



( )Nao ( ) Sim * Ha quanto tempo? N° cigarros dia

Possui alguma DST: ( ) Nao () Sim Qual(is):

Possui alguma doenga autoimune: () Nao () Sim Qual(is):

Familiares com doengas autoimunes: () Nao () Sim Quem/Qual(is):
Possui algum tipo de alergia? () Nao ( ) Sim Qual(is):

Outras doencgas:

Faz o uso de medicamentos continuos: ( ) N&do () Sim

Qual(is):
Esté fazendo o uso de corticoides no momento da coleta? ( ) Nao ( ) Sim
Qual: Tempo de uso do corticoide:

Uso de pomada ginecoldgica no momento da coleta ( ) Nao ( ) Sim
Qual:

Jéa realizou cauterizacdo? ( ) Nao ( ) Sim

Local: ( ) colo do utero ( ) vagina ( )vulva ( ) anus
Realiza preventivo anualmente? ( ) Ndo ( ) Sim
Data do ultimo preventivo:

Possui vacinagao contra HPV: () Nao ( ) Sim * Data da vacinagao:
Ja teve algum tipo de cancer? () Nao ( ) Sim * Qual?

Familiares com cancer: ( ) Ndo ( ) Sim
Quem!/ tipo:

Ja realizou transfus&o sanguinea? ( ) N&o ( ) Sim * Data:
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Fez cirurgia recentemente? (ex.: bariatrica) ( ) Nao ( ) Sim * Data:

Observagoes:

[ MATERIAIS COLETADOS: |

Secrecao Cervical: ( )Sim ( )Nao
Plasma: ( )Sim ( )Nao
Soro: ( )Sim ( )Nao
Bidpsia: ( )Sim ( )Nao
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TABELA SUPLEMENTAR 1 — miRNAs diferencialmente expressos em diferentes materiais biolégicos
considerando a abordagem A adotada

MiRNAs diferencialmente expressos em dois ou mais materiais biolégicos diferentes
Abordagem A: SL+LIEBG versus LIEAG+CC

TECIDOE
MucoE
Exossomos

Muco E
Exossomos

TECIDOE
Exossomos

Tecipo E Muco

miR-181b-5p

miR-10b-5p
miR-183-5p
miR-889-3p
miR-96-5p

miR-27b-3p
miR-30a-5p
miR-365a-3p
miR-99a-5p

let-7¢c-5p
miR-10a-5p
miR-130b-3p
miR-146a-5p
miR-17-3p
miR-200a-3p
miR-205-5p
miR-21-5p
miR-221-3p
miR-34a-5p
miR-363-3p
miR-451a
miR-486-5p
miR-617
miR-95-3p

Nesta tabela sdo apresentados os resultados obtidos a partir da intersecgdo dos miRNAs diferencialmente
expressos em pelo menos dois tipos de materiais bioldgicos avaliados, considerando-se a abordagem A. Os perfis
de expressao (mais ou menos expressos em relagdo aos grupos propostos) nos diferentes materiais ndo sao
considerados, sendo considerados como “diferencialmente expressos” de maneira geral. Em negrito os miRNAs
selecionados neste estudo. Todos os miRNAs mencionado acima sdo Homo sapiens miRNAs (hsa-miRNAs),
respeitando-se a nomenclatura oficial adotada pelo miRBase (miRBase: the microRNA database; Release 22.1).
FONTE: A autora (2022).



TABELA SUPLEMENTAR 2 — miRNAs diferencialmente expressos em diferentes materiais biolégicos

considerando a abordagem B adotada
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MiRNAs diferencialmente expressos em dois ou mais materiais biolégicos diferentes

Abordagem B: SL versus CC

TECIDOE
MucoE Muco e TECIDOE Tecibo E Muco
Exossomos Exossomos

Exossomos

let-7i-5p miR-10b-5p miR-101-3p let-7¢c-5p miR-146a-5p miR-3663-3p

miR-10a-5p miR-361-5p miR-125b-5p let-7d-5p miR-146b-5p miR-3667-5p

miR-125a-5p miR-501-3p miR-134-5p let-7e-5p miR-148b-3p miR-3677-3p

miR-126-5p miR-502-3p miR-181d-5p let-7g-5p miR-151a-3p miR-3677-5p

miR-132-3p miR-7641 miR-191-5p miR-100-5p miR-15a-5p miR-3678-3p

miR-181b-5p miR-29¢c-3p miR-103a-3p miR-15b-5p miR-3687

miR-21-5p miR-30c-5p miR-106a-5p miR-16-5p miR-3692-5p

miR-339-5p miR-335-5p miR-106b-3p miR-17-3p miR-370-3p

miR-92b-3p miR-106b-5p miR-17-5p miR-3713

miR-99b-5p miR-107 miR-182-5p miR-3714
miR-10a-3p miR-185-5p miR-374b-5p
miR-1178-3p miR-18a-5p miR-374c-5p
miR-1181 miR-193a-3p miR-378a-3p
miR-1185-2-3p miR-19a-3p miR-380-5p
miR-1193 miR-19b-3p miR-381-3p
miR-1207-3p miR-200a-3p miR-381-5p
miR-1233-5p miR-200b-3p miR-3908
miR-1234-3p miR-200c-3p miR-3913-3p
miR-1236-5p miR-205-5p miR-3914
miR-1246 miR-20b-5p miR-3916
miR-1247-3p miR-210-3p miR-3918
miR-1248 miR-221-3p miR-3921
miR-126-3p miR-222-3p miR-3922-5p
miR-1266-3p miR-23b-3p miR-3929
miR-1269a miR-25-3p miR-3934-5p
miR-1273c miR-27a-3p miR-3976
miR-127-5p miR-27b-3p miR-412-3p
miR-1276 miR-28-5p miR-429
miR-128-3p miR-30a-5p miR-451a
miR-1289 miR-30d-5p miR-486-5p
miR-1290 miR-331-3p miR-494-3p
miR-1292-5p miR-34a-5p miR-615-3p
miR-1307-5p miR-3622b-3p miR-617
miR-130a-3p miR-3622b-5p miR-622
miR-130b-3p miR-363-3p miR-631
miR-130b-5p miR-3646 miR-671-5p
miR-1324 miR-3649 miR-92a-3p
miR-133a-5p miR-3652 miR-93-5p
miR-135a-3p miR-3657 miR-95-3p
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miR-135b-5p miR-365a-5p miR-99a-5p
miR-141-3p miR-3661
Nesta tabela sdo apresentados os resultados obtidos a partir da interseccdo dos miRNAs diferencialmente
expressos em pelo menos dois tipos de materiais bioldgicos avaliados, considerando-se a abordagem B. Os perfis
de expressdo (mais ou menos expressos em relagdo aos grupos propostos) nos diferentes materiais ndo séo
considerados, sendo considerados como “diferencialmente expressos” de maneira geral. Em negrito os miRNAs
selecionados neste estudo. Todos os miRNAs mencionado acima sdo Homo sapiens miRNAs (hsa-miRNAs),

respeitando-se a nomenclatura oficial adotada pelo miRBase (miRBase: the microRNA database; Release 22.1).
FONTE: A autora (2022).
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FIGURA SUPLEMENTAR 1 — RESULTADOS DA ANALISE DE NTA DOS SOBRENADANTES
RESULTANTES DO ISOLAMENTO DE VEs PLASMATICAS PROVENIENTES DE AMOSTRA DE

CONTROLE E PACIENTE
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LEGENDA: Histogramas demonstrando a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, pela técnica de
Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) do sobrenadante resultante do isolamento de VEs plasmaticas
provenientes de: amostra de controle SL (A); e de amostra de paciente com CC (C). Nos quadros a
direita sdo apresentados parametros referentes a amostra analisada (individualmente), como
distribuicdo de tamanho (tamanho médio e moda) e concentragao das nanoparticulas em suspensao.
TM, tamanho médio; CC, cancer cervical; SL, sem lesdo. FONTE: A autora (2022).



