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A Atena Editora traz ao leitor na obra “Condições Teórico-Práticas das Ciências da 
Saúde no Brasil” 69 estudos científicos que investigaram, com uma abordagem plural, o 
panorama nacional acerca dos desafios que a ciência e a academia científica enfrentam 
ante a saúde pública.

Os textos foram compilados em três volumes, cada qual com seu eixo temático, 
respectivamente: “População Brasileira & Saúde Pública”, que traz ao leitor estudos que 
investigaram algumas das principais patologias que compõe o quadro epidemiológico no 
Brasil atual; “Atuação Profissional em Saúde” que, por sua vez, é composto por artigos 
que revisam o papel do profissional de saúde seja em sua formação acadêmica, seja em 
sua atuação clínica; e, “Cuidado Integrado e Terapêutico”, volume que apresenta, discute 
e/ou propõe opções de terapia em saúde coletiva e individual com foco nos aspectos 
biopsicossociais que permeiam o cotidiano da saúde no país.

Almeja-se que a leitura deste e-book possa incentivar o desenvolvimento de 
estratégias de atuação coletiva, educacional e de inclusão social de modo a subsidiar, 
na esfera do condicionamento teórico e prático, a continuidade da produção científica 
brasileira.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: O câncer cervical é o segundo mais 
comum em mulheres em todo o mundo e se 
desenvolve geralmente 10 a 20 anos após a 
infecção pelo papilomavírus humano de alto 
risco (hrHPV). O principal fator de risco para o 
desenvolvimento de lesões pré-invasivas (NICs I, 
II e III) é a infecção persistente, sendo importante 
o diagnóstico precoce e exato. Contudo, o exame 

citopatológico, principal exame preventivo, 
apresenta baixa sensibilidade, levando muitas 
vezes à falha na interpretação das atipias 
celulares. Por isso, o estudo de potenciais 
biomarcadores como o microRNA-155 torna-
se uma alternativa atrativa ou complementar 
ao teste citológico e à detecção do hrHPV. 
Este estudo verificou a expressão diferencial 
do microRNA-155 na carcinogênese cervical 
comparando grupos de pacientes com NIC 1, 
NIC2 e NIC 3. Para isso, foram utilizadas 48 
amostras de cDNA previamente sintetizados 
a partir de amostras obtidas em 2 hospitais 
públicos da cidade de Recife-PE, de lesões intra-
epiteliais de alto e baixo grau. Para a obtenção 
de dados de expressão foi feita quantificação do 
microRNA-155 através de PCR quantitativa em 
tempo real e a análise de dados foi feita pelo 
teste ANOVA. Observou-se que o miRNA-155 
encontra-se reduzido em todos os graus de lesão 
pré-invasiva, mas não foi possível estabelecer 
correlação com significância estatística entre os 
níveis de expressão deste miRNA e os graus das 
lesões. Deste modo, apesar de ser um potencial 
biomarcador em evidencia na literatura, não foi 
possível estabelecer uma expressão diferencial 
do microRNA-155 entre o NIC1, o NIC 2 e o 
NIC 3. Sugere-se um estudo mais aprofundado 
com tamanho amostral maior, e ainda, incluindo 
amostras cervicais normais e com câncer para 
estabelecer uma melhor comparação e avaliar 
diferenças na expressão.
PALAVRAS-CHAVE: Câncer cervical, HPV, 
biomarcador, miRNA-155.
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EVALUATION OF miRNA-155 EXPRESSION LEVELS IN HIGH AND LOW 
GRADE INTRAEPITHELIAL CERVICAL NEOPLASMS: PROSPECTION OF A 

MOLECULAR DIAGNOSTIC BIOMARKER
ABSTRACT: Cervical cancer is the second most common in women worldwide and usually 
develops 10 to 20 years after high-risk human papillomavirus (hrHPV) infection. The 
main risk factor for the development of preinvasive lesions (NICs I, II and III) is persistent 
infection, and early and accurate diagnosis is important. However, the cytopathological 
examination, the main preventive examination, presents low sensitivity, often leading to failure 
in the interpretation of cellular atypia. Therefore, the study of potential biomarkers such as 
microRNA-155 becomes an attractive or complementary alternative to cytological testing and 
hrHPV detection. This study verified the differential expression of microRNA-155 in cervical 
carcinogenesis comparing groups of patients with NIC 1, NIC 2 and NIC 3. For this, 48 cDNA 
samples previously synthesized from samples obtained in 2 public hospitals in the city of 
Recife-PE, from high and low-grade intraepithelial lesions, were used. To obtain expression 
data, microRNA-155 was quantified by real-time quantitative PCR and data analysis was 
performed by the ANOVA test. It was observed that miRNA-155 is reduced in all degrees of 
preinvasive lesion, but it was not possible to establish a statistically significant correlation 
between the expression levels of this miRNA and the degrees of the lesions. Thus, despite 
being a potential biomarker in evidence in the literature, it was not possible to establish a 
differential expression of microRNA-155 among NIC 1, NIC 2 and NIC 3. Further study with 
larger sample size is suggested, including normal cervical and cancer samples to establish a 
better comparison and evaluate differences in expression.
KEYWORDS: Cervical cancer, HPV, biomarker, miRNA-155.

1 |  INTRODUÇÃO
O câncer cervical se desenvolve geralmente 10 a 20 anos após a infecção 

pelo papilomavírus humano de alto risco (hrHPV- high risk HPV), o qual é transmitido 
principalmente pela via sexual (SOUTO et al. 2005). A persistência desta infecção é o 
principal fator de risco para o desenvolvimento de lesões pré- invasivas, denominadas 
neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) que de acordo com o estágio (I, II, III) tendem à 
regressão ou progressão, sendo, portanto, de extrema relevância o diagnóstico precoce e 
exato (zur HAUSEN, 2002). A realização periódica do exame citopatológico é a estratégia 
mais amplamente adotada para a detecção precoce das neoplasias, as quais são curáveis 
na quase totalidade dos casos (WHO, 2014). No entanto, este tipo de câncer é o segundo 
mais comum em mulheres em todo o mundo e todos os anos cerca de 500.000 novos 
casos são diagnosticados, com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 55% (INCA, 
2016). No Brasil, são esperados 16.340 novos casos de câncer cervical ao ano, com um 
risco estimado de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2016). Um fator relacionado 
a este dado são as limitações do próprio método preventivo incluindo a baixa sensibilidade 
relacionada ao exame citopatológico, levando muitas vezes à falha na interpretação das 
atipias celulares (AMARAL et al., 2008). Alguns países, como Canadá e Estados Unidos, têm 
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adotado o teste de detecção de DNA do hrHPV, além do exame citopatológico (SASLOW et 
al., 2012). No entanto, este tipo de exame apresenta baixa especificidade, pois não indica o 
grau em que a lesão se encontra, nem como ela evoluirá clinicamente (PINTO et al., 2012).

Neste sentido, algumas moléculas tem sido sugeridas como potenciais biomarcadoras 
da carcinogênese cervical, representando uma alternativa atrativa ou complementar ao 
teste citológico e à detecção do hrHPV (FREITAS et al, 2014). Neste contexto, alguns 
estudos têm avaliado a associação da infecção persistente por hrHPVs com a desregulação 
dos microRNAs (miRNAs) (HARDEN et al. 2017). miRNAs são pequenos RNAs não 
codificantes, com cerca de 22 nucleotídeos de comprimento, que regulam a expressão de 
até 90% dos genes humanos (BARTEL, 2009). Perfis de expressão específicos de miRNAs 
têm sido associados a alguns tipos de neoplasias e ajudado no diagnóstico e prognóstico 
destas, como nos tumores sólidos (LU et al., 2005) e no câncer pulmonar (YANAIHARA, 
et al. 2006). Os trabalhos que tentam identificar um perfil de expressão de miRNAs para o 
câncer cervical ainda não são conclusivos. Contudo, vários miRNAs demonstraram estar 
desregulados em tumores cervicais, como o miR-155, o miR-15a, o miR-203 etc (Lee et 
al, 2008; Rao et al, 2012). Alguns destes miRNAs já estão descritos na literatura como 
sendo influente em processos neoplásicos de uma variedade de cânceres. Recentemente 
a superexpressão do miR-155 em pacientes com câncer cervical foi associada com um pior 
prognóstico (FANG et al, 2016). Em um estudo anterior, Lao e colaboradores já haviam 
observado que a superexpressão deste miRNA promovia proliferação em linhagens de 
células tumorais cervicais.

Com base no exposto, este estudo objetivou avaliar o miR-155 quanto ao seu perfil 
de expressão na carcinogênese cervical em amostras pré-malignas. Deste modo, visamos 
obter um maior conhecimento da biologia molecular deste processo carcinogênico, o que 
poderá possibilitar a identificação de novos marcadores diagnósticos, prognósticos e 
terapêuticos.

2 |  METODOLOGIA

2.1 Obtenção das amostras clínicas e aspectos éticos
Foram  utilizados cDNAs já sintetizados a partir de  biópsias cervicais provenientes 

do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), e do Hospital das Clínicas 
da Universidade Federal de PE conforme aprovado pelo comitê de Ética da UFPE (CAAE: 
03606212.7.0000.5208). Todas as pacientes concordaram participar do estudo e assinaram 
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para coleta das amostras biológicas. 
Foram excluídas do estudo mulheres portadoras do Vírus da Imunodeficiência Humana 
(HIV) e com deficiências que as impeçam de compreender a pesquisa. 
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2.2 Extração de ácidos nucléicos (DNA e RNA total)
O DNA e RNA total das amostras foi previamente extraído através do miRNeasy Mini 

Kit (QIAGEN), conforme as instruções do fabricante. A quantidade e a pureza do RNA total 
foram estimadas por NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoScientific), e o critério de 
inclusão das amostras de RNA foi 260/280 (1,8-2,1). A integridade de RNA foi avaliada por 
eletroforese em gel de agarose a 1%, por meio da visualização das subunidades intactas 
de RNA ribossomal (28S e 18S).
2.3 Ensaios de expressão de miRNAs por qPCR

A síntese dos cDNAs foi previamente realizada através do miScript II RT kit (Qiagen), 
de acordo com recomendações do fabricante. Para quantificação relativa dos miRNAs foi 
usado SYBR Green (QuantiTect PCR kit-Qiagen) e os primers foram obtidos a partir do 
miScript primer assay (Qiagen). O fator de normalização do par de miRNAs de referência, 
miR-191 e miR-23a, foi utilizado para obtenção da quantificação  relativa dos miRNAs alvos, 
como previamente padronizado pelo grupo (Leitão et al, 2014). O ensaio foi feito no Rotor-
Gene Q (Qiagen) e todas as amostras foram avaliadas em duplicatas, cujas condições de 
amplificação foram realizadas de acordo com Leitão et al. 2014.

2.4 Análise estatística
O processamento de dados de expressão foi realizado no software de estatística 

Stata 14.0 (© Copyright 1996–2018 StataCorp LLC). A amostra foi normalizada utilizando 
o Relative Fold Change (RFC). Obedecendo a regra de distribuição normal, foi realizado 
um teste  de ANOVA ou Kruskal Wallis, para estabelecer a significância estatística entre 
a expressão relativa dos miRNAs e o grau da neoplasia. O coeficiente de correlação de 
Pearson foi calculado para determinar a correlação entre a expressão dos miRNAs e o grau 
da neoplasia. A correção de Bonferroni foi aplicada para corrigir os valores de p, que foram 
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foram utilizadas para a análise 48 amostras de cDNA, previamente sintetizados, 

de amostras de lesões neoplásicas precursoras em colo uterino, sendo 14 de NIC 1, 15 de 
NIC 2 e 19 de NIC 3.

No tocante ao perfil de expressão do microRNA-155 nos tecidos cervicais, foi 
evidenciada expressão relativa média (Relative Fold Change -RFC) de -2,49 para o NIC 1 
(DP: ± 2,20), -2,16 para o NIC 2 (DP: ± 2,48) e -2,44 (DP: ± 2,79). Desse modo, denota-
se que a expressão do miRNA-155 encontra-se diminuída em todos os graus de lesões 
pré-malignas (figura 1). Contudo, como o estudo não incluiu amostras de biopsias de 
colo uterino sem lesões pré-malignas ou malignas, não é possível afirmar se o padrão 
de redução da expressão do gene é uma evidência encontrada apenas em tecidos que já 
apresentem lesões.
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Figura 01: Análise da expressão do microRNA-155 nas NICs.

A fim de correlacionar os níveis de expressão do microRNA-155 com os graus 
de neoplasias cervicais, foi inicialmente realizado o teste de Shapiro Wilk para análise 
de normalidade e a distribuição normal também foi avaliada utilizando o gráfico qqPlots 
(Figura 2).

Figura 2: Gráfico qqPlots para avaliação da distribuição normal.

Por fim, foi realizado o Teste ANOVA, onde se obteve um valor de P de 0,7851 e 
de 0,7731, respectivamente. Demonstrando, assim, que não há diferença estatisticamente 
significativa de expressão do microRNA-155 entre os graus de lesões pré-malignas. 

Tais achados são, portanto, divergentes dos resultados observados por Fang 
e colaboradores (2016) e Lao e colaboradores (2014), cujos estudos correlacionam o 
aumento da expressão do referido microRNA com o aumento da gravidade das lesões 
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neoplásicas. Essa divergencia pode estar relacionada, pois, com acentuadas diferenças 
no perfil de população estudado, assim como com o limitado número de amostras avaliado 
(n=48) no presente trabalho.

Diante do exposto, reforça-se a importância da realização de novos estudos, que 
possam incluir um maior número de amostras, incluindo o tecido cervical sem alterações 
neoplásicas e o tecido com câncer para melhor elucidação do comportamento da expressão 
do microRNA-155 na carcinogênese cervical. 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
O Brasil ainda possui elevados índices de mortalidade por câncer de colo de útero, 

sendo esperados 15.590 casos ao ano, dos quais cerca de 1.210 em  Pernambuco e 240 
em Recife. Apesar disso, ainda não existem testes sensíveis e específicos que possam 
identificar e diferenciar com precisão a existência de lesões neoplásicas pré-malignas 
ou malignas. Diante desse cenário, os estudos envolvendo biomarcadores, como o 
miRNA-155, tornam-se cada vez mais promissores. Sendo assim, mesmo não tendo sido 
possível correlacionar seus níveis de expressão com a gravidade das lesões intra-epiteliais, 
os resultados encontrados sugerem que esta molécula pode estar subexpressa em lesões 
pré-malignas. Desse modo, sugere-se a realização de novos estudos para melhor avaliação 
do comportamente desse microRNA específico na carcinogênse do colo uterino.
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