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1. Introducio

O cancer de colo do utero (CCU), ou cancer cervical, ¢ uma doenca de progressao lenta
e que geralmente se desenvolve a partir da persisténcia de neoplasias intraepiteliais cervicais
(NIC). Quando essas altera¢des nao sdo tratadas, podem evoluir para o carcinoma invasivo (1).
A infeccdo persistente por determinados tipos oncogénicos de papilomavirus humano (HPV)
representa o principal fator de risco, desempenhando papel central na transformac¢do maligna.
Até o momento, mais de 200 gen6tipos de HPV ja foram identificados (2—4). Entre eles, 13 sdo
classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como de alto risco
oncogénico, estando diretamente associados ao desenvolvimento de NIC de alto grau e ao
cancer cervical. O HPV 16 é o mais prevalente, responsavel por cerca de 60% dos casos,
seguido pelo HPV 18 (10,5%) (5,6).

No Brasil, o cancer de colo do ttero representa um grave problema de satde publica,
com estimativa de 17.010 novos casos anuais para 2023-2025, correspondendo a uma taxa bruta
de incidéncia de 15,38 casos por 100 mil mulheres (1). No entanto, quando se analisa cada
regido, observa-se que as maiores taxas de incidéncia e 0 maior nimero de novos casos ocorre
nas regioes Norte (20,48/100 mil) e Nordeste (17,59/100 mil), seguida pela Centro-Oeste
(16,66/100 mil), enquanto nas regides Sul (14,55/100 mil) e Sudeste (12,93/100 mil) ocupam
posigdes inferiores no ranking de incidéncia (1). Entretanto, observa-se que no estado do
Amazonas e em sua capital, Manaus, a incidéncia ¢ ainda mais preocupante, com 31,71 e 36,40
casos por 100 mil mulheres, respectivamente (1,6).

Nesse contexto, a protedmica surge como uma ferramenta valiosa para aprofundar a
compreensao dos mecanismos bioldgicos de determinadas doencas, permitindo, por exemplo,
a identificacdo de processos moleculares criticos, a descoberta de potenciais alvos
farmacologicos especificos em etapas do desenvolvimento celular tumoral e a determinagao de
biomarcadores relacionados a patologia (7). Especificamente na oncogénese cervical, essa
abordagem tem sido utilizada para identificar proteinas que se diferenciam entre tecidos
normais € neoplasicos do colo do tutero, contribuindo para o entendimento das alteragdes
proteicas associadas a oncogénese (8).

2. Material e Método

Este projeto foi realizado no Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD/Fiocruz
Amazonia), em parceria com a Fundag¢do Centro de Oncologia do Estado do Amazonas
(FCECON), responsavel pela selecdo das pacientes e coleta das amostras. Além disso, o projeto
recebeu aprovagio do Comité de FEtica em Pesquisa da FCECON (CAAE n.°
57108122.5.0000.0004). Posteriormente, as analises por espectrometria de massas (MS/MS)
foram conduzidas no Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parand). Ademais, mulheres com
diagnostico histopatologico de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau e HPV16 positivo,
que estavam em tratamento na FCECON concordaram em participar do estudo, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Para complementar, foram consultados



os prontudrios, a fim de obter informagdes adicionais sobre o perfil clinico e o tratamento das
pacientes. Destas, foram coletadas amostras de tecido provenientes das lesdes precursoras, as
quais foram avaliadas por meio da técnica de protedmica shotgun, associada a aplicacdo de
ferramentas computacionais para inferir o perfil proteico da populacao estudada.

3. Resultados e Discussao:

Foram analisadas 10 amostras de mulheres que atendiam aos critérios do estudo. A
maioria declarou ser natural do estado do Amazonas, evidenciando a predominancia de
participantes locais, enquanto uma parcela menor era originaria do Pard, refletindo a
diversidade geografica do grupo estudado. Além disso, foi possivel observar que as pacientes
tinham em média 35,1 anos, com variagao entre 30 e 50 anos. Observou-se também que 40%
das participantes iniciaram a vida sexual antes dos 15 anos e realizavam o exame preventivo
com intervalo superior a trés anos, enquanto 70% relataram o uso de métodos contraceptivos.
Quanto a analise protedmica, e considerando as caracteristicas histopatologicas, as pacientes
positivas pelo HPV16 foram divididas em dois grupos, um com 5 pacientes de NIC2 e outro
com 5 pacientes de NIC3.

A andlise protedmica revelou um conjunto diversificado de proteinas, envolvidas em
multiplos processos bioldgicos essenciais para a atividade molecular e a organiza¢do de
diferentes compartimentos celulares. No total, foram identificadas 1.234 proteinas redundantes,
envolvidas em processos como regulagdo da apoptose, reparo do DNA, resposta imune,
metabolismo energético, transporte vesicular e processamento de RNA. Embora a maior parte
das proteinas tenha sido identificada em ambos os grupos (NIC2 e NIC3), foram observadas
diferengas significativas (Figura 1).
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Figura 1. Grafico Volcano da analise 7-Fold gerado no PatternLab, mostrando a expressdo diferencial
de proteinas entre NIC2 e NIC3. O eixo x representa a significancia estatistica (-Logl0(p)) e o eixoy a
magnitude da diferenga (Log2(Fold-change). Sendo em azul as significantes, verde as nao significantes
e vermelho, ndo diferenciais.

O grupo NIC2 apresentou maior abundancia de determinadas proteinas, como MUC6 e
FBP1, enquanto no grupo NIC3 observou-se aumento das proteinas SEC24D e TFG. A
SEC24D envolvida no transporte de proteinas, ¢ um componente essencial do complexo COPI],
responsavel pela formagdo de vesiculas de transporte do reticulo endoplasmatico (RE) ao
complexo de Golgi, e esse revestimento atua na curvatura da membrana do RE e na sele¢do de
moléculas de carga para o trafego intracelular (9,10). Ja a MUC6 ¢ uma mucina gelificante
secretora de alto peso molecular, expressa principalmente nas glandulas profundas da mucosa
géstrica, onde contribui para a formacdo do gel protetor da mucosa. Ela faz parte da subfamilia



das mucinas gelificantes secretoras (MUC2 e MUCS5AC), responsaveis por formar o gel
protetor da mucosa e, em tecidos epiteliais, a MUCG6 coexiste e interage funcionalmente com
mucinas de membrana, como a MUC1 e MUC4, garantindo a integridade e sinalizacdo da
barreira mucosa (11,12). Embora a MUC6 ndo tenha sido diretamente associada ao cancer
cervical ou ao HPV, a MUC4, com a qual interage, tem sido implicada na patogénese do cancer
cervical e na interacdo com o HPV (Figura 2).
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Figura 2. Rede de interagdoes da proteina MUCG6 identificada entre os grupos NIC2, gerada pelo
STRING 11.0.

Com relacdo as analises diferenciais realizadas, conseguiu-se evidenciar proteinas
exclusivas e compartilhadas entre as condigdes. Ao comparar lesdes de NIC2 e NIC3, 31 foram
exclusivas para as lesoes de NIC2 e 56 exclusivas para as lesdes de NIC3. Nesse contexto, em
amostras de pacientes com NIC2, além das proteinas identificadas como CST3, HIBADH,
SCARB2 e HACD3, IL411, foi identificada a expressao da mesotelina (MSLN), uma proteina
ancorada por GPI (Reactome R-HSA-163125) cuja clivagem (R-HSA-8941008) e consequente
acimulo na superficie celular potencializam processos de adesdo e progressdo tumoral. A
deteccdo precoce de MSLN em lesdes de alto grau reforca seu possivel papel na evolugao da
doenga (13). J&4 em amostras de pacientes com NIC3, além das proteinas identificadas como
HMGB2, RAC2, DHRS7, XRN2 e NCBPI1, podemos ainda destacar a Desoxiuridina 5'-
trifosfato nucleotidohidrolase, mitocondrial (DUT): Proteina que catalisa a conversao de dUTP
em dUMP e pirofosfato, prevenindo a incorporacdo de uracila no DNA e fornecendo dUMP
para a sintese de timidilato (14,15).

4. Conclusoes:

A andlise protedmica preliminar realizada nas 10 pacientes HPV16 positivas permitiu
delinear um perfil proteico consistente, evidenciando a presenca de proteinas relevantes, como
MUC6, SEC24D, MSLN, entre outras. Embora a maioria das proteinas seja compartilhada entre
as lesoes NIC2 e NIC3, foram identificadas diferengas significativas, incluindo a detec¢ao de
conjuntos proteicos exclusivos para cada grupo (31 exclusivas em NIC2 e 56 em NIC3).
Ademais, os dados epidemiolédgicos e clinicos obtidos corroboram com os objetivos propostos
nesse projeto. Conclui-se que, apesar do tamanho amostral reduzido, os achados fornecem
subsidios valiosos para futuras investigagdes com maior consisténcia estatistica. A identifica¢ao
desses possiveis biomarcadores contribui para o aprofundamento do entendimento dos
mecanismos moleculares que regem a progressdo das lesdes cervicais, apontando para a
viabilidade de intervengdes terapéuticas e estratégias preventivas mais direcionadas, e



enfatizando a importidncia de abordagens personalizadas no manejo de mulheres com
diagndstico de neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau e sua progressao para o cancer
de colo do utero. No contexto do Amazonas, regido com elevada incidéncia de HPV e cancer
cervical, este estudo evidencia a relevancia das ciéncias 0micas, que permitem analisar sistemas
bioldgicos de forma abrangente e identificar proteinas associadas a progressdo de lesdes
cervicais de alto grau, especialmente em pacientes HPV 16 positivas. Portanto, a identificagdo
desses biomarcadores aprofunda a compreensdo da progressdo das lesdes cervicais e indica
potencial para diagndsticos e terapias mais direcionados.
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