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1. Introducao

O cancer de colo de tutero (CCU) ainda permanece sendo um relevante desafio para a
saude publica, apesar dos avangos em programas de rastreamento e prevengao. No Brasil, esta
neoplasia ocupa a terceira posicdo dentre os canceres mais diagnosticados entre a populacao
feminina e figura entre as principais causas de morbimortalidade, com 15,38 novos casos
estimados a cada 100 mil mulheres para o triénio de 2023-2025. No estado do Amazonas, esse
cenario ¢ ainda mais alarmante, com taxas de incidéncia acima da média nacional, alcan¢ando
27,63 casos por 100 mil mulheres'.

Esse carcinoma ¢ antecedido por lesdes denominadas como neoplasias intraepiteliais
cervicais (NICs), classificadas histopatologicamente em lesdo cervical de baixo grau (NIC 1) e
alto grau (NIC 2 e NIC 3), conforme as alteragdes morfoldgicas no epitélio cervical>.. Embora
os métodos de rastreamento convencionais sejam a principal estratégia de detecg@o precoce do
CCU, metodologias que permitam elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento das NICs tém se consolidado na pesquisa biomédica, especialmente visando
identificar alvos para diagnéstico, progndstico e aprimoramento de estratégias de
rastreamento’.

Dentre essas abordagens, a metabolomica e a lipidomica vém sendo amplamente
aplicadas nos estudos oncologicos na investigagdo de possiveis alteracdes metabolicas e
lipidicas associadas a progressdo neoplasica, oferecendo um panorama direto e Unico das
alteragdes patologicas e das redes regulatorias celulares mediadas por esses metabdlitos e
lipidios 4.

Assim, esse estudo tem como finalidade investigar os mecanismos moleculares de
progressao das lesdes pré-cancerigenas do cancer de colo de ttero através de uma abordagem
Omica integrativa.

2. Material e Métodos

Comité de ética em pesquisa (CEP): Este projeto ¢ integrado ao estudo intitulado
“Avaliagdo das caracteristicas epidemiologicas € moleculares de mulheres tratadas com lesdes
precursoras do cancer de colo de utero no Amazonas”, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Fundagao Centro de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) sob n°
de parecer 2.372.935.

Selecao de pacientes e coleta de amostras: Foram selecionadas 24 mulheres com idade
acima de 18 anos, com laudo histopatologico de neoplasia intraepitelial de alto grau (NIC 2 ou
NIC 3) e que tiveram indicacdo cirurgica para o procedimento de conizagdo. Destas pacientes,
foram coletadas 48 amostras de tecido cervical (cerne da lesdao e suas margens adjacentes) pela
equipe clinica da Fundacdo CECON durante o procedimento cirurgico.



Analise metabolomica/lipidomica: As amostras foram submetidas ao processo de
maceracdo congela-descongela e em seguida a extragdo tipo Matyash®, no qual foi utilizado um
sistema bifésico (éter metil-terc-butilico/metanol/agua) para extrair os metabolitos e lipidios.
Os tecidos foram processados e analisados pelo sistema de cromatografia liquida Dionex
Ultimate 3000 UHPLC acoplado ao espectrometro de massas Q Exactive Plus (Thermo Fisher
Scientific), com fonte de ionizagao por electrospray (ESI). A obtengao dos espectros de massas
foi realizada por meio do programa Xcalibur (7hermo-Scientific).

Analise de dados: Os dados obtidos foram processados no software MS-DIAL v.4.9
para deteccdo, alinhamento e anotacdo de compostos, utilizando as bibliotecas MONA e
MS/MS default. Foram considerados espectros com similaridade >70%. Adicionalmente, a
andlise estatistica multivariada dos perfis metabdlicos e lipidicos foi realizada através da
linguagem de programagao estatistica R (versao 4.3.1)

3. Resultados e Discussao

Inicialmente, as amostras foram submetidas a analise discriminante de minimos
quadrados parciais (PLS-DA), com o objetivo de verificar possiveis perfis de
metabolitos/lipidios discriminantes. O método revelou uma sobreposi¢do no agrupamento das
margens e lesdes de NIC 2 e NIC 3 no estudo metaboldmico e lipidomico (Figura 1), apesar de
todas as pacientes apresentarem laudo histopatologico de margens livres de lesdo. Essas
sobreposi¢des indicam uma semelhancga nos perfis entre as amostras, o que sugere uma possivel
recidiva ou recorréncia precoce da lesdo. Fenomenos ja relatados em estudos anteriores, mesmo
em casos de pacientes com margens cirurgicas consideradas livres’.
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Figura 1 - PLS-DA das amostras de NIC 2 — lesao (roxo) e margem (verde), NIC 3 — lesdo (azul) e margem (rosa)
na abordagem metabolomica (A) e das amostras de NIC 2 - les@o (vermelho) e margem (verde), NIC 3 - lesdo
(amarelo) e margem (azul) na abordagem lipidomica (B).

Considerando o padrao de similaridade observado, optou-se por realizar a analise por
PLS-DA das amostras de NIC 2 e NIC 3, agrupando as categorias de margem e lesdo. Os
resultados evidenciaram que ndo houve sobreposi¢cdo entre os tecidos cervicais em ambos 0s
estudos, com acurécia excelentes (AUC=1 para metabolomica e AUC= 0,95 para lipidomica)
na distingao das categorias (Figura 2).
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Figura 2 — PLS-DA das amostras de NIC 2 (roxo) e NIC 3(rosa) na abordagem metabolomica (A) e NIC
2(vermelho) e NIC 3 (verde) das amostras na abordagem lipidomica (B).

Adicionalmente, foi possivel identificar as variaveis de impacto (metabdlitos e lipidios)
que contribuem para a diferenciacdo entre as categorias evidenciada no PLS-DA (Figura 2).
Dentre os compostos discriminantes, destacam-se os metabodlitos N-acetil-L-glutamina e acido
succinico, bem como os lipidios TG 49:1 e TG 48:0, mais abundantes em NIC 2. Em contraste,
os metabdlitos sacarina e pseudouridina e os lipidios SE 24:1;04 e Cer 42:1;03 foram mais
prevalentes nas amostras de NIC 3.
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Figura 3 — Loadings referentes as varidveis de maior impacto com a componente 1 e 2 das amostras contendo os
metabolitos (A) e contendo os lipidios (B).

Posteriormente, foi realizada a integragdo dos dados das abordagens 6micas através da
analise de correlagdo de Pearson (Figura 3), a qual revelou correlagdes significativas entre os
perfis de metabdlitos e lipidios das amostras de NICs.
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Figura 3 - Analise de correlagdo de Pearson representada em mapa de calor (heatmap). As colunas correspondem
aos lipidios diferencialmente expressos e as linhas aos metabdlitos identificados. Os gradientes de cor indicam os
coeficientes de correlagdo que variam de 0.6 (correlagdo positiva) a -0.4 (correlagdo negativa).



Observou-se uma correlagdo positiva entre triglicerideos (TGs) e os metabdlitos
triptofano e acido succinico, os quais foram mais abundantes em NIC 2. Os TGs constituem a
principal reserva energética das células e participam ativamente nos mecanismos
carcinogénicos®, enquanto o triptofano atua na via da quinurenina, a qual esta associada a
repressdo das respostas imunes antitumorais®. O 4cido succinico, por sua vez, pode influenciar
tanto a resposta imune quanto a tumorigénese, embora também seja descrito como indutor de
apoptose em alguns canceres'®!!. Essa associa¢do pode indicar um ambiente metabélico ativo,
capaz de influenciar processos inflamatorios e carcinogénicos. Achado interessante, visto que
as lesdes cervicais moderadas apresentam carater dinamico, ¢ podem regredir para NIC 1 ou
progredir para NIC 3'2. Nesse sentido, a correlagdo observada, relacionada tanto a respostas
imune quanto a tumorigénese, pode ser indicativo do comportamento de NIC 2.

Ademais, a analise revelou correlagdes positivas entre ceramidas e os metabolitos serina
e pseudouridina. A serina é uma precursora fundamental para a biossintese de proteinas,
nucleotideos e lipidios, enquanto as ceramidas e pseudouridina sdo associadas a regulacdo da
sinaliza¢do intracelular e em processos como apoptose e autofagia, contribuindo para a
proliferacdo descontrolada das células cancerigenas. Desse modo, essa associagdo sugere
possiveis relagdes entre esses compostos e a progressao das lesdes cervicais, os quais foram
mais abundantes em NIC 3'%-14,

Diante do exposto, os resultados evidenciam correlacdes relevantes entre o metaboloma
e o lipidoma de lesdes precursoras de alto grau do colo do Utero e suas margens adjacentes. A
integracao desses dados por meio da andlise de correlacdo de Pearson aponta interagdes
bioquimicas significativas, contribuindo para a compreensao dos mecanismos envolvidos na
progressao dessas neoplasias.

4. Conclusoes

O estudo revelou similaridades entre os perfis moleculares de margem e lesdo em ambas
as NICs, sugerindo possivel recorréncia da neoplasia. Contudo, evidenciou diferenciagao
significativa entre os tecidos de NIC 2 e NIC 3, destacando metabolitos e lipidios
discriminantes, como N-acetil-L-glutamina e TG 49:1 em NIC 2, e sacarina e SE 24:1;04 em
NIC 3. Além disso, foram identificadas correlacdes positivas entre lipidios e metabolitos
associadas a progressdo tumoral e resposta imunologica frente as alteragdes neoplasicas,
evidenciando interagdes metabolicas e lipidicas que contribuem para a compreensdo dos
mecanismos subjacentes as lesdes cervicais de alto grau.

Desse modo, através deste estudo foi possivel explorar a inter-relacdo presente nos
conjuntos de dados multi-6micos (metabolomica e lipidomica), com enfoque nas NICs de alto
grau. Assim, os resultados obtidos demonstram caracteristicas moleculares relevantes que
podem contribuir para uma compreensdo mais aprofundada da progressdo das neoplasias
intraepiteliais de alto grau.

Palavras-Chave: Neoplasias intraepiteliais cervicais; metabolomica; lipidomica;
espectrometria de massas.
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