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RESUMO

O cancer de colo uterino ¢ uma doenga frequente nos paises em desenvolvimento e, no Brasil,
¢ considerado um grave problema de saude publica. Um evento denominado transi¢ao epitélio-
mesénquima (TEM) vem sendo estudado nos canceres humanos, pois a sua reativacao interfere
nos processos de invasdo e metastase. A TEM envolve complexas alteragdes da expressao
génica de varios biomarcadores, dentre eles a Vimentina. O objetivo deste estudo consistiu em
avaliar a expressao da Vimentina no cancer do colo uterino investigando o papel prognostico
desse biomarcador. Essa avaliacdo foi realizada por imuno-histoquimica em 111 casos de
cancer de colo uterino e o indice de marcagdo foi avaliado em relagdo aos aspectos clinico-
patoldgicos e a sobrevida. Os resultados demonstraram que a expressao aberrante de Vimentina
foi observada em 100% dos espécimes tumorais avaliados. A hiperexpressao desse biomarcador
considerada (>40%) foi observada em 28 casos (25,2%), entretanto, ndo foi associada aos
aspectos clinico-patologicos e prognosticos do cancer de colo uterino. A sobrevida global para
o grupo de pacientes estudado foi de 65,8% e foi influenciada por idade, tamanho do tumor,
presenca de metastases linfonodais, presenca de metastases a distancia e estadiamento clinico.
Com base nos resultados aqui obtidos, a hiperexpressdo de Vimentina ndo foi considerada um

fator progndstico para o cancer de colo uterino.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Sobrevida. Transi¢ao epitélio-mesenquima. Vimentina.
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ABSTRACT

Cervical cancer is a common disease in developing countries and in Brazil it is considered a
serious public health problem, since diagnosis is still performed in late stages of the disease.
An event called epithelial-mesenchymal transition (EMT) is important in tumor progression,
since it interferes in the process of invasion and metastasis. EMT has been frequently studied
in human cancers. Aberrant expression of several biomarkers is often observed in the EMT
process, including the expression of Vimentin. The aim of this study was to evaluate the
expression of Vimentin in cervical carcinomas investigating the prognostic role of this
biomarker. Vimentin expression was evaluated by immunohistochemistry in 111 cases of
cervical carcinomas and levels of expression were evaluated in relation to clinic pathological
and prognostic aspects of the tumors. According to the results, aberrant expression of Vimentin
was observed in 100% of the carcinomas. Vimentin overexpression (> 40%) was observed in
28 cases (25.2%), however, it was not associated with clinic pathological aspects and prognosis
of cervical carcinomas. The overall survival for the group was 65.8% and it was influenced by
age, the size of the tumor, the presence of lymph node metastasis, the presence of distant
metastasis and by clinical staging. However, it was not influenced by Vimentin expression.
Based on the results obtained in this study, the Vimentin expression was not considered a

prognostic factor for cervical carcinomas.

Keywords: Cervical cancer. Epithelial-mesenchymal transition. Immunohystokemistry.

Survival. Vimentin.
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1 INTRODUCAO

O cancer de colo uterino ¢ um dos canceres mais comuns. Sao esperados, anualmente,
528 mil novos casos, com uma taxa de incidéncia de 14/100 mil mulheres e 266 mil mortes
(INCA, 2018). Esse ¢ um tipo de cancer controlavel quando detectado em fase inicial, realidade
nao observada em paises em desenvolvimento. Essa disparidade entre os paises desenvolvidos
e em desenvolvimento deve-se a falta de recursos e informagdes para o diagndstico precoce de
cancer, o que consiste em um grave problema de saude publica nas sociedades globais (INCA,
2018).

O principal fator de risco para o cancer de colo uterino ¢ o papilomavirus humano (HPV)
de alto risco, descrito como fator necessario, mas ndo suficiente para induzir a tumorigénese
cervical (DOORBAR, 2006). Fatores como tabagismo, etilismo e infec¢des sexualmente
transmissiveis estdo implicados no mecanismo da carcinogénese cervical (HUSAIN;
RAMAKRISHNAN, 2015).

Na infecg@o persistente por virus oncongénicos, a expressao das oncoproteinas virais
leva a promog¢ao de alteragdes de proteinas supressoras tumorais como a p53 e a proteina
retinoblastoma (pRb), alterando o ciclo celular e modificando uma série de vias de sinalizagao,
favorecendo o crescimento tumoral. Com a progressao da doenca, as células tumorais rompem
a membrana basal, caracterizando a invasao da doenga, a qual pode progredir para metastases,
que consistem na evasao das células tumorais do sitio primario em direcao a locais distantes
(HUSAIN et al., 2016; MCCLOSKEY et al., 2010; MONSONEGO et al., 2011; RIDGE et al.,
2016).

Nesse processo de progressdo tumoral hd a reativacdo de um complexo programa
biologico, denominado transi¢do epitélio-mesenquima, que ocorre durante a embriogenese e
em processos de reparacao tissular. Uma caracteristica dessa reprogramacao ¢ a alteracao da
expressdo génica no intuito de aumentar o potencial invasor das células tumorais com
diminuicdo da adesdo celular, perda da polaridade, ganho da habilidade para invasdo e
migra¢do, promovendo movimentos morfogenéticos que incluem rearranjos no citoesqueleto
da célula tumoral (HUSAIN et al., 2016). Dentre as proteinas envolvidas nesse programa
bioldgico, a Vimentina, pertencente a familia dos filamentos intermediarios, do citoesqueleto,
apresenta um importante papel como marcador da TEM, pois as células epiteliais adquirem um
fenotipo mesenquimal com alteragdo da sua forma e ganho de motilidade por sua expressao

aberrante (BRABLETZ et al., 2018; LEE et al., 2012). A TEM ¢ caracterizada pela expressao



de Vimentina em células epiteliais, que normalmente expressam somente filamentos de
queratina (SITOLE; MAVRI-DAMELIN, 2018).

Durante as tultimas décadas ocorreram diversos avancos nas pesquisas sobre a
carcinogénese em varios tumores, no entanto, ainda ha necessidade de ampliar o conhecimento
sobre 0 mecanismo de progressao e metastase do cancer de colo uterino. Existem véarios estudos
que avaliaram biomarcadores que estdo envolvidos no diagnéstico do cancer, porém, os
biomarcadores de filamentos intermediarios, os quais compdem o citoesqueleto celular, ainda
sdo pouco estudados (HUSAIN et al., 2016; YU et al., 2015).

Biomarcadores sao moléculas de ocorréncia natural pelas quais determinado processo
patologico pode ser identificado ou monitorado (MIKESKA; BOCK, 2012). Um biomarcador
ideal deve ser capaz de fornecer informacdes clinicamente relevantes, ser precisamente
mensuravel em varios individuos e em varias populacdes (MIKESKA; BOCK, 2012; OGINO
etal., 2013).

A Vimentina tem sido associada ao desenvolvimento e a progressao de varios tipos de
cancer (FIGIEL et al., 2017; YAMASHITA et al., 2013), tendo sido sua expressdo relacionada
ao aumento do crescimento tumoral, invasdo e pior progndstico (HUSAIN et al., 2016).

Este estudo avaliou a expressdo da Vimentina em cancer de colo uterino, buscando
estabelecer a possivel associacdo desse marcador com os aspectos clinico-patoldgicos e o

progndstico dessa doenca.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de Colo Uterino

O utero ¢ um 6rgao muscular que se localizada na cavidade pélvica e apresenta duas
partes basicas: o corpo e o colo. O colo do Utero tem formato cilindrico e projeta-se para a
vagina como uma por¢ao extra-abdominal. O colo do utero relaciona-se anteriormente com a
bexiga, posteriormente com o reto e superiormente com o corpo uterino. Ao projetar-se na
vagina, forma o fundo de saco anterior, posterior, lateral direito e esquerdo. Sua posicao estatica
na pelve ¢ mantida por meio dos ligamentos. A drenagem linfatica ¢ realizada para as cadeias
iliacas internas, iliacas externas e iliacas comuns (HALL; GUYTON, 2011).

O colo do utero ¢ revestido por varias camadas de células epiteliais pavimentosas. O
revestimento externo, denominado ectocérvice, apresenta o epitélio escamoso estratificado nao
queratinizado. O epitélio estratificado do colo uterino pode ser dividido em trés camadas:
superficial, intermedidria e basal. As células basais ou células de transi¢do possuem uma vida
util limitada e apresentam uma alta atividade de divisdo celular (BODILY; LAIMINS, 2011).
As células basais se dividem e maturam para formar as proximas camadas, chamadas de células
parabasais. A diferenciagdo e maturagao dessas células conduz as camadas intermediarias. Com
mais maturacdo, sdo formadas células grandes e acentuadamente planas. Da camada basal a
superficial, as células sofrem um aumento de tamanho e reducdo do tamanho nuclear (Figura

1) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2003).

Ectocérvix

Endocérvix

Visdo frontal do
colo do utero

-~
#A

Figura 1. Representagdo esquematica do tero e estrutura do epitélio normal da ectocérvice

A) Representagdo esquematica do utero e estrutura do epitélio normal da ectocérvice. O ttero apresenta o colo do
utero, também conhecido como cérvice. Ao lado, temos o colo do ttero representado frontalmente, apontando as
estruturas endocérvice e ectocérvice. B) Estrutura do epitélio normal da ectocérvice: 1: tecido conjuntivo, 2:
membrana basal, 3: células basais, 4: células parabasais, 5: células intermediarias, 6: células superficiais e 7:
células esfoliantes.

Fonte: Adaptado de Laboratério de Patologia Virtual (2017).



O revestimento interno da endocérvice ¢ composto por células colunares, que
caracterizam o epitélio colunar ou glandular (Figura 2). O epitélio glandular apresenta uma
unica camada de células colunares altas, com nucleos de coloragdo escura, proxima a membrana
basal e recobre uma extensao variavel da ectocérvice. Essa variagdo depende da idade, do estado
reprodutivo e do estado hormonal (SANKARANARAYANAN et al., 2005). O epitélio colunar
¢ direcionado para dentro das pregas longitudinais que se projetam na luz do canal para formar
projecdes papilares. Ha a formacgao de varias invaginacdes na matriz do estroma cervical, o que

resulta na formacao de criptas endocervicais (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2003).

Figura 2. Representagao do epitélio colunar da endocérvice

A) Representag@o do epitélio colunar da endocérvice. 1: Epitélio cilindrico simples mucoso. 2: Localizacdo do
estroma. B) O Epitélio colunar forma varias invaginagdes na matriz do estroma cervical, resultando na formagao
de criptas endocervicais.

Fonte: Adaptado do Atlas de Anatomia Patologica (2016).

O colo do utero apresenta um local de encontro dos epitélios escamoso (ectocérvice) e
glandular (endocérvice), que se denomina zona de transformagdo cervical, a qual desempenha
um importante papel na carcinogénese e ¢ vista como um anel bidimensional de epitélio, uma

area susceptivel a agdo do HPV (Figura 3) (HERFS et al., 2012).
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Figura 3. Descri¢@o do epitélio do colo uterino e ilustracdo da jungdo escamo-colunar entre os epitélios colunar e
epitélio estratificado pavimentoso
Fonte: Adaptado de Atlas de Anatomia Patologica (2016).

O cancer de colo uterino ¢ caracterizado pela replicacdo desordenada das células do
epitélio do 6rgdo, compromete o tecido subjacente (estroma) e pode invadir estruturas e 6rgaos
contiguos ou a distancia (INCA, 2011).

Em relagdo aos tipos histolégicos, o cancer de colo uterino ¢ classificado em trés tipos
principais: carcinomas escamosos, adenocarcinomas e carcinomas adenoescamosos (IARC,
2018). O carcinoma escamoso ¢ o tipo histologico mais frequente e corresponde a cerca de 75%
dos casos, seguido pelo adenocarcinoma, com cerca 25% dos casos, e pelo carcinoma
adenoescamoso, com 3 a 5% dos casos. Outros tipos mais raros também podem ocorrer e
incluem carcinoma neuroenddcrino de pequenas células, carcinoma adenoide cistico, sarcoma

e linfoma (IARC, 2018).
2.2 Epidemiologia e Fatores de Risco no Cancer de Colo Uterino

O cancer de colo uterino acomete mulheres em todo o mundo e ¢ o segundo dentre os
canceres ginecologicos. A faixa etaria mais comprometida corresponde a mulheres entre 45 e
50 anos. As taxas de incidéncia do cancer de colo uterino variam nas diversas regides do planeta
e sdo mais elevadas em paises em desenvolvimento (IARC, 2012). As estimativas variam de
15,7/100 mil habitantes, nos paises em desenvolvimento, e 9,9/100mil habitantes, nas regides
mais desenvolvidas (INCA, 2017).

Em relacdao a taxa de mortalidade, hd uma grande variacdo nas diversas regides, que

oscila de 2/100 mil habitantes, em regides como Europa Ocidental, Asia Ocidental, Australia e
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Nova Zelandia, a 20/100 mil habitantes em paises como Malasia e Africa Subsariana (IARC,
2012; VACCARELLA et al., 2017). Um fato a ser considerado sobre essa distribuigdo
heterogénea do cancer de colo uterino sdo as estratégias de enfrentamento estabelecidas nos
paises mais desenvolvidos, como a introdu¢do do exame de Papanicolaou, nos anos 1950, e
1960, com a diminui¢cdo da incidéncia de mortalidade por essa doenca. Um exemplo ¢ os
Estados Unidos da América (EUA), que por meio de um programa organizado de rastreamento
alcancou uma cobertura de 83%, comparado com valores de 6 a 8% obtidos em paises em
desenvolvimento (IDOWU et al., 2016; MUSA et al., 2016). Dados do programa Surveillance,
Epidemiology and End Results Program (SEER) mostraram que, para 2018, foram estimados
cerca de 13.240 novos casos, correspondendo a 0,8% de todos os casos de cancer, com um
numero estimado de 4.170 casos de mortes (SEER, 2018).

No Brasil, estima-se, para o biénio de 2018-2019, aproximadamente 16.370 novos casos
de cancer de colo uterino, com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2018). A distribuicao ¢ heterogénea nas diversas regioes brasileiras. Na regido Norte,
o cancer de colo uterino ¢ mais frequente (25,62/100 mil habitantes), seguido pela regido
Nordeste (20,47/100 mil habitantes), Centro-Oeste (18,32/100 mil habitantes), Sul (14,07/100
mil habitantes) e Sudeste (9,97/100 mil habitantes). Na regido Centro-Oeste foram estimados,
para o ano de 2018, 1.490 novos casos e, nas capitais, cerca de 300 novos casos de cancer de
colo uterino (INCA, 2017). No estado de Goias, sdo 580 novos provaveis casos desse tipo de
cancer, com uma taxa bruta de 16,78% e, em Goiania, 140 novos casos, correspondentes a taxa
bruta de 17,59% casos da doenca (INCA, 2017).

Em relagdo aos fatores de risco para o cancer de colo uterino, a infec¢do pelo HPV de
alto risco ¢ considerada como o principal fator, no entanto, uma causa unica ndo ¢ suficiente
para estabelecer o cancer de colo uterino (MUNOZ et al., 2006). Alguns cofatores que
influenciam na carcinogénese incluem infecgdes sexualmente transmissiveis, multiplos
parceiros sexuais, inicio precoce da atividade sexual, multiparas, tabagismo, uso de
anticoncepcionais orais e caréncias nutricionais (AMORIM et al., 2017).

O tabagismo influencia a carcinogénese no cancer de colo uterino e fatores como tempo
de exposicao, idade de inicio, periodo e frequéncia do consumo de cigarros parecem influenciar
a incidéncia dessa doenca (MILESHKIN et al., 2014). Os mecanismos que contribuem na
oncogénese viral incluem a exposi¢do direta do DNA celular a nicotina e a cotidina, além de
metabolitos da fumaga do cigarro (MILESHKIN et al., 2014). Outro mecanismo que relaciona

o tabagismo a carcinogénese € a imunossupressdo causada no sistema imune periférico de



pacientes fumantes, com o aumento do numero de linfécitos T citotoxicos, diminuicdo do
numero de linfocitos T indutores, diminuicao das células natural-killer e nivel baixo das
imunoglobulinas, exceto a IgE. No colo uterino das mulheres fumantes ha diminui¢do de células
de Langherhans (ROURA et al., 2014).

O uso prologando de anticoncepcionais orais esta associado ao cancer de colo uterino.
O risco aumenta 2,8 vezes com uso entre 5 ¢ 9 anos e 4 vezes mais apos dez anos de uso em
relagdo a ndo usuarias (SMITH et al., 2011).

Fatores comportamentais como a idade do primeiro intercurso sexual, o numero de
parceiros e o comportamento sexual do parceiro estdo associados com o aumento do risco de
infeccdo por HPV. Mulheres que iniciam intercurso sexual antes dos 16 anos sdo mais
vulneraveis a infeccdo pelo HPV, mais susceptiveis a ectopia da zona de transformagdo e
susceptiveis a persisténcia da infec¢ao viral (ALMONTE et al., 2011; GININDZA et al., 2017).

O virus da imunodeficiéncia humana ¢ um importante fator de risco no cancer de colo
uterino, mostrando um impacto desfavoravel por estar associado a um aumento da possibilidade
de adquirir o HPV e a um maior risco de persisténcia viral (CLIFFORD; TULLY;
FRANCESCHI, 2017). O HIV e o HPV apresentam fatores virais que atuam no hospedeiro e
em seu sistema imune, o que o leva ao aumento do risco de morbidade e mortalidade
(CLIFFORD et al., 2006).

A inflamacao cervical, causada por agentes como Chlamydia trachomatis ¢ Herpes
simplex, além da infecgdo intracelular por Mycoplasma genitalium, pode estar associada a
lesdes de alto grau e ser um cofator para lesoes cervicais de alto grau em mulheres que foram
infectadas por gendtipos oncogénicos de HPV, expondo o tecido a danos constantes. Isso pode
contribuir para a persisténcia e a progressao da doenca viral e, assim, aumentar o potencial de

carcinogénese (AMORIM et al., 2017; YE et al., 2018; ZHU et al., 2016).

2.3 HPV e Carcinogénese

O cancer forma-se quando as células perdem o controle do seu crescimento e
diferenciagdo, alterando o ciclo celular e levando a carcinogénese (LAMBERT;
PATTABIRAMAN; WEIMBERG, 2017). O mecanismo envolvido na carcinogénese do cancer
de colo uterino tem como agente etiologico central a infecgao persistente do HPV de alto risco

(SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).



O HPV pertence a familia Papillomaviridae e esta presente em aproximadamente 99,7%
dos casos de cancer de colo uterino (DOORBAR et al., 2012; KING et al., 2018). E um virus
nao envelopado de aproximadamente 55 nm de diametro, de simetria icosaédrica, cujo capsideo
¢ formado por 72 capsdmeros, que envolvem um genoma composto por DNA de fita dupla
circular, com cerca de 8.000 pares de bases (DOORBAR; EGAWA; GRIFFIN, 2015; MUNOZ
et al., 20006).

Os tipos de HPV sao definidos com base nas sequéncias nucleotidicas dos genes da
regido L1 e sua posi¢ao dentro das arvores filogenéticas de seu genoma. Sao conhecidos mais
de 200 tipos, distribuidos em cinco géneros: Alfa-papilomavirus, Mu-papilomavirus, Nu-
papilomavirus, Gama-papilomavirus e Beta-papilomavirus (DOORBAR et al.,, 2012;
EGAWA; DOORBAR, 2017).

As espécies ou grupos mais importantes relacionados ao cancer de colo uterino sdo os
Alpha-papillomavirus. Geno6tipos especificos de HPV determinam diferentes riscos para a
persisténcia e a progressdo da neoplasia cervical (BRAWNER et al.,, 2013; EGAWA;
DOORBAR, 2017). Os HPV 16 e 18 sdo os genotipos mais importantes relacionados ao cancer.
O HPV 16 responde por aproximadamente 60% dos casos de cancer de colo uterino e o HPV
18 ¢ responsavel por cerca de 15% deles (DOORBAR et al., 2012). Os HPV de alto risco
incluem genoétipos como: HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 ¢ 59 (DOORBAR et
al., 2012).

O genoma do HPV ¢ constituido por aproximadamente oito regides de leitura aberta —
open reading frames (ORF) — compostas por pelo menos seis genes expressos precocemente €
dois genes expressos tardiamente, denominados, respectivamente, de genes precoces (E) e
genes tardios (L) (MUNOZ et al., 2006). Entre L1 e E6 o genoma possui uma regido reguladora
intitulada Long control region (LCR) ou Upstream regulatory region (URR), que contém as
sequéncias de controle para a replicacao e a expressao génica do HPV (Figura 4) (DOORBAR
etal., 2012; PERALTA et al., 2013).
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Figura 4. Organizacao genémica do HPV
Fonte: Muiioz et al. (2006).

A regido precoce ¢ formada pelos genes E1, E2, E4, ES5, E6 e E7. Dentre eles, E1 tem
relacdo com a replicacdo viral e com a atividade de ATPase e helicase; E2 estd associado com
a transcricdo e a replicacdo; E4 com a maturacdo viral, alteragdo da matriz intracelular e
desestabilizacao de redes de filamento intermediario (citoqueratina) na camada superior do
epitélio escamoso da pele para facilitar a liberacao dos virions. O gene ES correlaciona-se com
a proliferacao celular. E6 e E7 estdo envolvidos na transformagao celular e carcinogénese. Os
genes tardios, L1 e L2, codificam as proteinas do capsideo viral (DOORBAR et al., 2012;
PERALTA et al., 2013).

A entrada do virus HPV ocorre por meio de microtraumas, intensificados durante o
intercurso sexual, que € a principal forma de contaminac¢do. Ele infecta as células-tronco do
epitélio cervical, atingindo diretamente a ZT (MONSONEGO et al., 2011; WHEELER et al.,
2013).

As células basais apresentam capacidade de proliferagdo na fase inicial da infec¢ao. Os
genomas virais permanecem no nucleo como epissomas e baixo nimero de copias, os genes
precoces virais sdo expressos. Apos a divisdo celular, uma célula filha migra da camada basal
e sofre diferenciacdo celular. Essa replicacdo nas células diferenciadas caracteriza a fase
produtiva do ciclo celular viral, que é dependente da sintese de DNA celular. A expressao de
oncoproteinas E6 e E7 interfere no ciclo celular e mantém as células diferenciadas do epitélio

em fase S, o que permite a amplificagdo do genoma viral. As proteinas L1 e L2 encapsulam os




genomas virais e os virions sdo liberados nas camadas superficiais do epitélio (Figura 5)

(MOODY; LAIMINS, 2010).
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Figura 5. Representagdo da carcinogénese pelo HPV
Fonte: Adaptado de Woodman, Collins ¢ Young (2007).

As proteinas E6 ¢ E7 s3o capazes de estimular a proliferagdo e a transformacao das
células hospedeiras, além de inibir a apoptose e levar a imortaliza¢ao celular. A oncoproteina
E7 liga-se a proteina pRb no seu sitio de ligacao aos fatores de transcricdo, como membros da
familia E2F. Essa interagdo permite a estimulagcdo da proliferagao celular (DOORBAR et al.,
2012; YUAN; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, 2012). A proteina E7 também ¢ capaz de
associar-se a outras proteinas envolvidas na proliferagdo celular e imortalizar células por
desregular mecanismos de apoptose (DOORBAR et al., 2012; YUAN; FILIPPOVA;
DUERKSEN-HUGHES, 2012).

A proteina E6 inibe a apoptose ¢ a corre¢ao de possiveis erros durante o processo de
replicacdo do DNA no ciclo celular. E6 associa-se a p53 por intermédio da proteina associada
a E6 (E6-AP), forma um complexo que se liga a ubiquitina ligase, E3, o que resulta na
ubiquitinagdo de p53 e subsequente degradagdo proteolitica (DOORBAR et al., 2012; HOWIE;
KATZENELLENBOGEN; GALLOWAY, 2010). A proteina supressora tumoral p5S3 também
pode ser inativada pelo seu proprio sequestro no citoplasma pela proteina E6 viral. A proteina
E6 também colabora na imortalizacdo celular, promovendo a ativacdo da telomerase da célula
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hospedeira (DOORBAR et al., 2012; HOWIE; KATZENELLENBOGEN; GALLOWAY,
2010; YUAN; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, 2012).

A medida que a carga viral aumenta e as proteinas vio sendo acumuladas dentro da
célula hospedeira, o aumento intracelular de E1 e replicagdes aberrantes comecam a ocorrer €
sdo gerados fragmentos de genoma viral que sdo ativamente modificados, recombinados e
degradados, podendo ameacar a estabilidade do genoma da célula hospedeira. Esses eventos
levam a necessidade da integragdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro (DOORBAR et
al., 2012). Durante o processo de integragdo, ocorre a degradacdo de E1 e E2, que leva a perda
do controle da expressdao de E6 ¢ E7. O aumento do nimero de copias do HPV integrado
aumenta a expressao das proteinas E6 e E7 disponiveis e promove a instabilidade gendmica.
Nesse sentido, a atuacdo das proteinas oncogénicas somadas as integracdes virais favorecem
varios mecanismos de carcinogénese (DOORBAR et al, 2012; YUAN; FILIPPOVA;
DUERKSEN-HUGHES, 2012).

As alteragdes gendmicas promovidas pelo HPV vao desde mutagdes pontuais até o
silenciamento génico ou a ativagdo de proto-oncogenes, rearranjos génicos € Cromossomais € a
perda de heterozigose. Muta¢des se acumulam na célula normal para que essa célula se
transforme em uma célula neoplasica (DOOBAR, 2015).

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa fase de
doencga pré-invasiva, que se caracteriza como uma gama de eventos que progridem da atipia
celular a graus variados de displasia ou NIC antes da progressao ao carcinoma invasivo
(SANKARANARAYANAN et al., 2005). As NICs representam as lesdes precursoras do
carcinoma do colo uterino e sdo caracterizadas em graus 1, 2 ¢ 3 (INCA, 2011; SALIM et al.,
2017).

Os graus de neoplasias mais avancados NIC2 e NIC3 apresentam uma maior propor¢ao
de células indiferenciadas do epitélio. Anomalias nucleares, como ntcleos aumentados, maior
razdo nucleo-citoplasma, maior intensidade de coloracdo nuclear (hipercromasia),
polimorfismo nuclear e variagao do tamanho nuclear (anisocariose) sao avaliados para realizar
o diagnostico. Ha, com frequéncia, uma forte correlacdo entre a propor¢ao do epitélio, que
apresenta maturacdo e grau de anomalia nuclear (SELLORS; SANKARANARAYANAN,
2003).

As NICs apresentam diferengas e caracteristicas histologicas especificas. A NIC 1
apresenta uma boa maturacao celular, com anomalias nucleares minimas, células indiferenciadas

limitadas as camadas mais profundas (tergo inferior) do epitélio. A NIC 2 ¢ caracterizada por
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alteracdes celulares displésicas, principalmente restritas & metade inferior ou aos dois tergos
inferiores do epitélio, com anomalias nucleares mais acentuadas que na NIC 1. Na NIC 3,
diferenciagdo e estratificacdo podem estar totalmente ausentes. Anomalias nucleares estendem-

se em toda a espessura do epitélio (Figura 6) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2003).

Figura 6. Representagao histologica das lesdes intraepiteliais cercivais (NIC)
Fonte: Sellors e Sankaranarayanan (2003).

A infecgdo persistente, provocada por um ou mais genotipos oncogénicos de HPV, ¢ uma
causa necessaria, mas ndo suficiente para o desenvolvimento da neoplasia cervical. A maioria das
anomalias cervicais tem pouca probabilidade de progredir a condi¢ao de NIC ou ao cancer de
colo uterino (CASTELLSAGUE et al., 2002; CASTELLSAGUE, 2008). Contudo, em casos em
que ha a progressdao da doenga e este evento nao ¢ interrompido as células tumorais rompem a
membrana basal, invadem o estroma e podem levar a disseminacao das células tumorais do cancer
de colo uterino pelo mecanismo de metastase, que consiste em um movimento de células tumorais
do sitio primario em direcdo a colonizagdo para orgdos distantes. Esse movimento leva a um
desfecho clinico desfavoravel, capaz de causar a morte por fatores inerentes a propria doenga ou
por complicacdes advindas do tratamento preconizado, o que demonstra um pior prognostico

dessa doenga em estagios mais avangados (STEEG, 2016).

2.4 Fatores Prognosticos para o Cancer de Colo Uterino

O estudo de sobrevida ¢ um importante indicador de acompanhamento e controle do

cancer, com frequéncia usado para avaliar a eficacia do tratamento, a disponibilidade ¢ a
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acessibilidade dos recursos, sendo 1til na avaliagdo de resultados dos programas de saude.
Estudos dessa natureza permitem detectar os fatores que mais influenciam na taxa de sobrevida
dos casos de cancer (NAKAGAWA et al., 2011).0Os fatores progndsticos sdo importantes na
avaliagdo do cancer de colo uterino e compreendem o tamanho tumoral, o tipo histologico, o
grau de diferenciagdo, a invasdo linfovascular, a profundidade da invasdo estromal, a presenca
de metastases linfonodais e o acometimento de margens cirtargicas (FILHO, 2009; KIM et al.,
2015).

O estadiamento clinico ¢ um fator progndstico importante, pois, ao considerar a
disseminagdo localizada e a distancia, se constitui em fator determinante ao planejamento
terapéutico e a estimativa da taxa de sobrevida, que varia de acordo com a progressao tumoral
(KIM et al., 2015; QUINN et al., 2006). O estadiamento ¢ realizado pela analise do tamanho
do tumor, do comprometimento metastatico linfonodal e da presenga de metéstase. O American
Joint Committee on Cancer (AJCC) estabeleceu recentemente diretrizes que sao usadas para
avaliar o estadiamento. A Classificacdo da [International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO), de 2009, adotou a subclassificacao (T) baseada no tamanho do tumor < ou
=4 cm e > 4 cm correspondendo, respectivamente, a T2al e T2a2. Para os tumores que
disseminam além da parede pélvica ou do ter¢o superior da vagina consideram-se lesdes T2
(Tabela 1) (AMIN et al., 2017). A proposta recomendada para o estadiamento obedece aos
seguintes passos: palpagdo, inspecdo, colposcopia, curetagem endocervical, histeroscopia,
cistoscopia, urografia excretora, raio-X de pulmao e 6sseo. Tomografia computadorizada,
ressonancia magnética e tomografia por emissdo de positrons, se disponiveis nos servicos

hospitalares, também poderao ser utilizadas (AMIN et al., 2017; KYUNG et al., 2015).

Tabela 1. Classificagdo dos tumores quanto a defini¢ao de tumor primario do cancer de colo
uterino

Categoria T Estagio Figo Critérios T

X Tumor primario nao pode ser avaliado.

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario.
Carcinoma cervical confinado ao ttero

Tl I (a extensdo ao corpo deve ser desconsiderada).

Carcinoma invasivo diagnosticado apenas por microscopia.
Invasdo estromal com uma profundidade maxima de 5,0 mm
medida a partir da base do epitélio e uma extensdo

Tla 1A horizontal de 7,0 mm ou menos. Envolvimento do espago
vascular, venoso ou linfatico, ndo afeta a classificagao.
Tlal 1AI Invasdao estromal medida de 3,0 mm ou menos de
profundidade e 7,0 mm ou menos na horizontal.
Tla2 1A2 Invasdo estromal medida de mais de 3,0 mm e ndo mais de
5,0 mm, com uma area horizontal de 7,0 mm ou menos.
(continua)
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(conclusdo Tabela 1)

Categoria T Estéagio Figo Critérios T

Tlb 1B Lesdo clinicamente visivel confinada ao colo uterino ou
lesdo microscopica maior que Tla / IA2. Inclui todas as
lesdes macroscopicamente visiveis, mesmo aquelas com
invasao superficial.

T1bl IB1 Lesao clinicamente visivel de 4,0 cm ou menos na maior
dimensao.

T1b2 1B2 Lesao clinicamente visivel de mais de 4,0 cm em maior
dimensao.

T2 11 Carcinoma cervical invadindo além do Utero, mas ndo para
a parede pélvica ou para o tergo inferior da vagina.

T2a ITA Tumor sem invasao parametrial.

T2al IIA1 Lesdo clinicamente visivel de 4,0 cm ou menos na maior
dimensao.

T2a2 11A2 Lesado clinicamente visivel mais de 4,0 cm em maior
dimensao.

T2b 1IB Tumor com invasao parametrial.
Tumor que se estende até a parede pélvica * e/ou envolve o

T3 1T terco inferior da vagina e/ou causando hidronefrose ou rim
ndo funcionante.

T3a IIIA Tumor envolvendo o ter¢o inferior da vagina, mas ndo se
estende até a parede pélvica.

T3b 1B Tumor que se estende até a parede pélvica e/ou causa
hidronefrose ou rim nao funcionante.

T4 IVA Tumor invadindo a mucosa da bexiga ou reto e/ou se

estendendo além da pelve verdadeira (o edema bolhoso néo
¢ suficiente para classificar um tumor como T4).
* A parede lateral pélvica é definida como o musculo, fascia, estruturas neurovasculares e porgdes esqueléticas da pelve dssea.
No exame retal, ndo ha espago livre de cancer entre o tumor e a parede pélvica.
Fonte: Adaptado de Amin et al. (2017).

O acometimento linfonodal pode ser avaliado por meios cirurgicos ou imagens e,
quando positivo, deve ser acompanhado da identificagdo da sua extensao e¢ do estabelecimento
do método diagnostico (anatomopatologico ou radioldgico), no entanto, ndo mudard o
estadiamento clinico ou patoldgico do paciente, apesar da importdncia no planejamento
terapéutico, podendo ser utilizado individualmente como fator prognéstico (AMIN et al., 2017).

O comprometimento linfonodal depende do local e do nimero de linfonodos
comprometidos. O envolvimento dos linfonodos iliacos internos, iliacos externos e paraodrticos
aumenta o risco de propagacdo da doenga e determina um pior prognostico (Tabela 2)(AMIN
et al., 2017). A presenga de metéstase linfonodal ¢ um dos fatores importantes no prognostico
do cancer de colo uterino, com evidéncia no niimero e segmentos acometidos com pior
prognostico no acometimento dos linfonodos para-aorticos e iliacos. O comprometimento das
margens cirurgicas também influencia negativamente o tempo de sobrevida (FILHO, 2009).
Células tumorais unicas ou pequenos conglomerados de células menores que 0,2 mm sao
denominadas células tumorais isoladas, que podem ser detectadas por estudo histolégico ou por

meio imuno-histoquimico, classificado como NO (i+) (AMIN et al., 2017). As metastases do
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tumor para locais adjacentes ou distantes levam a um pior progndstico da doenga. A presenca
de metastase ¢ classificada como M1 e a doenga passa a ser enquadrada no estadiamento IV

(Tabela 2) (AMIN et al., 2017).

Tabela 2. Classificacdo dos tumores quanto ao comprometimento linfonodal e quanto a
presenca de metastases

Categoria N Estagios FIGO Critérios N

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Nenhuma metastase linfonodal regional.

NO(i+) Células tumorais isoladas em linfonodo (s)
regional (is) ndo superior a 0,2 mm.

N1 Metastase linfonodal regional.

Categoria M Estagios FIGO Critérios M

MO Nenhuma metastase distante.

Ml IVB Metastase a distancia (incluindo disseminagao

peritoneal ou envolvimento dos linfonodos
supraclaviculares, mediastinais ou distantes:
pulmao; figado: ou 0ss0)

Fonte: Adaptado de Amin et al. (2017).

A taxa de sobrevida em cinco anos varia entre 97,5%, nos tumores estadio IA1, € 9,3%,
no estadio IVB (KIM et al., 2015; QUINN et al., 2006). O tamanho tumoral € relevante pois o
aumento da extensdo tumoral esta relacionado a diminuigdo da sobrevida. No estadiamento I e
I1, tumores menores que 2 cm t€m sobrevida de 95%, tumores que se encontram entre 2 € 3 cm,
a sobrevida diminui para 79% e tumores acima de 4 cm para 47% (FILHO, 2009). O carcinoma
de células escamosas apresenta melhor prognostico do que os canceres de outros tipos
histologicos, no entanto, o tipo histoldgico nao define o planejamento terapéutico como fator
isolado (DENNY; QUINN; SANKARANARAYANAN, 2006).

A invasdo linfovascular estd associada a metastase dos linfonodos pélvicos e ao
acometimento parametrial e vaginal. A profundidade da lesdo pode ser definida em termos
absolutos por milimetros ou por tercos de invasdo uterina, sendo um achado independente
quando associado a sobrevida livre de doenca e a presenga de metéstase linfonodal. O grau
tumoral apresenta controvérsias como fator progndstico independente e ndo deve definir o
tratamento (DENNY; QUINN; SANKARANARAYANAN, 2006; KIM et al., 2015; QUINN
et al., 2006).

2.6 Prevencao do Cancer de Colo Uterino

No cancer de colo uterino medidas de preven¢do primaria e secundaria sio estratégias

usadas para diminuir a incidéncia da doenga. A prevencdo primaria inclui, principalmente, a
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vacina profilatica contra o HPV de alto risco e a prevencao secundaria, refere-se a detecgao e
ao tratamento das lesdes precursoras (PETRY; WORMANN; SCHNEIDER, 2014). O
Ministério da Satde implementou no calendario vacinal, no ano de 2014, a vacina tetravalente,
inicialmente para meninas de 9 a 11 anos e, a partir de 2017, para meninas de 9 a 14 anos,
meninos de 11 a 14 anos, pessoas de 9 a 26 anos acometidos pelo HIV, pacientes transplantados
e oncologicos (INCA, 2016).

Atualmente estdo disponiveis trés tipos de vacina contra o HPV: a bivalente, com os
gendtipos 16 e 18, a tetravalente, que inclui os 6, 11, 16 e 18, e a nonavalente, visando a
prevencao de nove genotipos de HPV (16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 ¢ 6, 11), no entanto, esta ultima
ainda ndo ¢ comercializada no Brasil. As vacinas sdo produzidas utilizando-se a proteina L1 do
capsideo do HPV, que, por meio de tecnologia de DNA recombinante, resulta em particulas
semelhantes aos virus (VLPs) (RODEN; WU, 2006).

O método de Papanicolaou ¢ considerado a principal estratégia para a detecgao precoce
do cancer de colo uterino. No Brasil, o rastreamento com citologia oncotica ¢ recomendado as
mulheres na faixa etdria entre 25 e 64 anos, que ja tiveram atividade sexual, repetido a cada trés
anos apos dois exames com resultados negativos realizados anualmente. Excegdes sdo feitas
para alguns grupos de pacientes, como mulheres imunossuprimidas e mulheres
histerectomizadas por indicagao de lesdes pré-neoplasicas de cancer de colo uterino, que devem
manter o rastreamento anualmente (CORR]:ZA etal., 2017; INCA, 2016).

O exame de citologia ¢ reconhecido mundialmente como seguro e eficiente, tendo por
objetivo fundamental detectar e tratar precocemente as lesdes precursoras. A utilizacdo do
exame preventivo do Papanicolaou, com uma cobertura que alcance no minimo 80% da
populacdo alvo, possibilita a redu¢cdo na incidéncia do cancer de colo uterino invasor de até
90% (CORREA et al., 2017).

A citologia de Papanicolaou ¢ um método eficiente, reconhecido em meio médico, e
apresenta uma sensibilidade e especificidade de aproximadamente 80%. Entretanto, resultados
falso-negativos sdo relatados, com maior quantidade em virtude de erros na coleta de material
e, também, a erros de interpretacdo do diagndstico. Frente as limita¢des da técnica de citologia
convencional, a citologia liquida surgiu como um método adicional e apresenta uma boa
especificidade e sensibilidade. A citologia em meio liquido apresenta algumas vantagens, tais
como a reducao dos casos falsos-negativos, a possibilidade de obtengao de laminas extras para
a realizacdo de testes moleculares e de captura hibrida, a apresentacdo de melhor preservagao

celular e mais facilidade de interpretacao. Apesar das vantagens da citologia em meio liquido,
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os altos custos e a expertise da equipe diagnostica para a realizacdo da técnica sdo algumas
limitagdes recorrentes (CHEN et al., 2012; HEISE; LIMA, 2016).

A deteccao do DNA HPV tem sido uma ferramenta promissora para a prevengao do
cancer de colo uterino. Um estudo realizado na China evidenciou que a realizagdo desse exame
trés vezes durante a vida da mulher reduziu em 56% a incidéncia de cancer de colo uterino
invasor por permitir agdes preventivas (LEVIN et al., 2013).

Estratégias complementares, como a pesquisa da expressao de pl6 e Ki67 por imuno-
histoquimica, podem ser utilizadas e sdo diretamente associadas a severidade da lesdo cervical

(KANTHIYA et al., 2016; KRISHNAPPA et al., 2014; SHAIN et al., 2018).

2.7 Tratamento do Cancer de Colo Uterino

O tratamento do cancer de colo uterino ¢ dependente dos diversos fatores prognoésticos.
No estadio IA1 a ocorréncia de acometimento linfonodal ¢ de cerca de 1% e o tratamento
cirargico depende de outros fatores, como o desejo de gestagdo ou ndo. O tratamento
preconizado ¢ a histerectomia extrafascial em prole definida ou conizacdo, caso ainda haja o
desejo de gravidez (RASPAGLIESI et al., 2005). No estadio IA2, a ILV definira a conduta, que
podera ser a traquelectomia, se houver desejo de gestacao futura, ou a histerectomia extrafascial
até histerectomia radical e também linfadenectomia (LN) pélvica. Em casos sem condicao
cirirgica esta reservada a radioterapia (DENNY; QUINN; SANKARANARAYANAN, 2006;
DO NASCIMENTO; SILVA, 2015).

Nos estadios IB1 e IIA, os estudos mostram semelhanga entre o tratamento radioterapico
e cirurgico e a escolha ¢ dependente da idade e de outros fatores progndsticos (KIM et al., 2015;
QUINN et al., 2006). Tanto no estadio IA2, quanto no IB e IIA, a quimiossensibilizagao,
principalmente com cisplatina, melhora a sobrevida dessas pacientes em cinco anos (FILHO,
2009). Nos estadios IIB e IVA sdo indicadas a radioterapia externa e a braquiterapia; nos casos
de auséncia de invasdo parametrial e vaginal pode-se realizar, em estadios IVA, a exenteracdo
pélvica. O tratamento paliativo esta proposto aos casos de estadio IVB (FILHO, 2009; KIM et
al., 2015).

Viérios tratamentos, tais como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, podem curar mais
de 90% de mulheres em fase inicial do cancer de colo uterino, pois a recorréncia e a metastase

levam a altos indices de mortalidade. Numerosos esfor¢os tém sido realizados no intuito de
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novas drogas e terapias génicas para o tratamento desse tipo de cancer (GUPTA; KUMAR;

DAS, 2018).

2.8 Transicdo Epitélio-Mesénquima

A disseminagdo das células cancerosas do tumor primario € a sua subsequente
propagagdo para tecidos distantes envolvem etapas do processo de invasdo e metastase que
incluem uma sequéncia de eventos, como a migragdo das células tumorais para locais
adjacentes ou distantes, intravasamento dessas células para o interior da circula¢dao sanguinea,
sobrevivéncia das células tumorais no sistema circulatorio, deslocamento e extravasamento
através da parede vascular em dire¢do ao parénquima, formagao de colonias e micrometastase
nesse parénquima, que podem evoluir para lesdes metastaticas (BRABLETZ et al., 2018). Um
importante processo para a aquisicdo desses passos ¢ a reativacao do programa bioldgico da
TEM durante o processo de carcinogénese (BANYARD; BIELENBERG, 2015; BRABLETZ
et al., 2018; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016; SAITO et al., 2015).

A TEM ¢ um programa biologico em que as células cancerosas modificam o seu
comportamento para invadir o estroma adjacente ¢ aumentar o potencial de agressividade
tumoral, o qual esté relacionado a capacidade do tumor em vencer as pressdes seletivas, como
hipdxia, inflamacdo, escape da apoptose e senescéncia (BRABLETZ et al., 2018). A TEM ¢
um dos mais importantes passos para a iniciagdo da metdstase e ocorre principalmente nos
tumores epiteliais (SATELLI; LI, 2011).

A TEM permite que uma célula epitelial polarizada, que normalmente interage com a
membrana basal por meio da superficie basal, sofra modifica¢des bioquimicas, moleculares e
morfologicas, que vao resultar na aquisicdo de um fendtipo de célula mesenquimal com
capacidade de migragdo, invasao e resisténcia a apoptose (NIETO et al., 2016). O processo da
TEM promove mudangas em varios aspectos fundamentais da fisiologia celular, que inclui as
alteragdes no citoesqueleto, a dissolugdo das jungdes células-células pela diminuicdo da
expressao de E-Caderina e integrinas, a perda da polaridade apical basal, a aquisicdo de
motilidade, com aumento da expressio de Vimentina, a habilidade de invasdo e a
reconfiguragdo da expressao de varios genes (SHIBUE; WEINBERG, 2017). Essas alteragdes
sao executadas, principalmente, pela agao dos fatores de transcrigao da TEM, que sdao expressos
por genes como os das familias SNAIL, TWIST e ZEB. Sao fatores de transcricdo da TEM: snail,
twist, zeb (BRABLETZ et al., 2018).
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Figura 7. No programa TEM ocorre mudanga do fenétipo epitelial para o fenotipo mesenquimal. Os genes das
familias SNAIL, ZEB e, TWIST expressam os fatores de transcrigdo especificos do programa TEM, snail, zeb ¢
twist.

Fonte: Adaptado de Nieto et al. (2016).

A TEM ¢ um processo reversivel, pois resulta de mudancas de fen6tipo e, portanto, pode
alternar entre os estados epiteliais para mesenquimais e de mesenquimais para epiteliais
(KALLURI; WEINBERG, 2009). Essa mudanga para o estado mesenquimal modifica as
moléculas de adesdo expressas pelas células e permite-lhes adotar um comportamento
migratorio e invasivo. O reverso desse processo (TME) esta associado a perda dessa liberdade
migratoria, com células que adotam uma polarizagdo apico-basal e expressam os complexos
juncionais, que sao marcas de tecidos epiteliais (Figura 9) (NIETO et al., 2016; THIERY et al.,
2009).Qualquer que seja a via de ativagao desse processo, o fendmeno inicial consiste na
inibi¢do da expressao de E-caderinas, moléculas de ancoragem do citoesqueleto e que formam
complexos entre as membranas celulares chamadas jungdes aderentes, importantes estruturas

de adesao (LEE et al., 2012).

Estado epitelial Estado mesenquimal
+  Forma poligonal/colunar +  Células fusiformes
+ Polarizacéo apico-basolateral +  Polarizacéo anterior-posterior
¢+ Forte adesdo célula-célula +  Contatos focais de célula-célula
+  Potencial migratorio limitado +  Forte pontencial migratério
+ Marcadores: E-caderina, algumas +  Marcadores: Vimentina, N-caderina,
citoqueratinas, ocludinas, claudinas Fibronectina
« Marcadores basolaterais (p. e. E-caderina)
A Marcadores apicais (p. e. Muc-1)
— Marcadores mesenquimais (p. e. vimentina)

Figura 8. Transigdo epitélio-mesénquima e transi¢do mesénquima- epitelial. Modificagdo do fendtipo epitelial
para o fendtipo mesenquimal e de um fenotipo mesenquimal para o fenotipo epitelial
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Fonte: Wang, Huang e Sun (2017).

A TEM ¢ classificada em trés configuracdes biologicas distintas (TEM 1, 1L, I1I). A TEM
do tipo I apresenta um papel importante na embriogénese. As células epiteliais compartilham
fungdes das células vizinhas, adquirem caracteristicas motoras e migram para outras
localidades, tanto locais adjacentes quanto locais distantes. A TEM do tipo II atua na
regeneragao ¢ na reconstrucao tecidual apos dano e esta associada com a formacao de fibrose e
inflama¢ao. A TEM do tipo III, no cancer, contribui na cascata de invasao-metastase para o
deslocamento e a aquisi¢do do fenotipo mesénquimal (KALLURI; WEINBERG, 2009).

Durante o processo de desenvolvimento embriondrio, o programa TEM propicia a
geragdo de varios tecidos e orgdos (PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016). Na fase de
gastrulacao e delaminagao da crista neural, leva ao desenvolvimento da cartilagem craniofascial
e tecidos de linhagens dsseas, musculares, neuronais e melanécitos. Ha a diminui¢do de adesdo
celular com perda de polaridade, seguida de ganho de habilidade de invasdo e migragdo celular
controlada (KALLURI; WEINBERG, 2009). Essa regulacao ¢ mediada pela via Nocth e Wnt\p-
catenina e fatores como fator de crescimento transformador beta (TGF-f3) e fator de crescimento
de fibroblasto (FGF), que sinalizam a agdo dos fatores de transcricdo da TEM (FTs-TEM),
dentre os quais snail e twist, com funcao de reprimir a expressao de E-caderina e, com isso,
alterar a adesdo celular, promover o rearranjo do citoesqueleto e a atividade de metaloproteinas
(MMP) (LI et al., 2012; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016). A migracdo morfogenética
mediada pelo programa TEM completa-se e, entdo, pode ocorrer a diferenciacdo em células
epiteliais pela regressao de snail e, assim, iniciar a transi¢do mesénquima-epitelial (TME)
(BANYARD; BIELENBERG, 2015; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016).

No cancer, a reativagdo do programa da TEM consiste em varios fenomenos de
reprogramagdo com propriedade em modificar a expressdo de marcadores epiteliais celulares
(BRABLETZ et al., 2018). Na progressao do cancer, os genes snail, twist e zeb exercem fungdes
importantes por meio da expressdo dos fatores de transcri¢do da TEM, atuando na inicia¢do, no
crescimento, na colonizacao, na invasao metastatica e na resisténcia a terapia (NIETO et al.,
2016). No entanto, esse programa nao ¢ uniforme ou definido por um tnico caminho, que
resulta na transi¢do completa de células epiteliais em um fenétipo de células mesenquimais;
estados intermedidrios provavelmente refletem o equilibrio delicado entre fatores que induzem
e reprimem o programa da TEM e, somando-se a isso, esta claro que algumas vias sao eventos
especificos em determinados tecidos durante o estabelecimento da TEM (Figura 8) (NIETO et
al., 2016).
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Plasticidade através de estados transitérios durante TEM/TME

EM1 EM3

Metastavel Metastével

Dissolucdo das juncoes Pontos de juncdo residual
Perda da polaridade basal-apical Polaridade frente-tras

Epitelial EM2 Mesenquimal
Estavel Estavel Estavel

Juncdes intactas Nao ha juncoes
Polaridade bem desenvolvida Polaridade frente-tras

Figura 9. Plasticidade através dos estagios de transi¢do durante o processo de TEM e TME
Fonte: Adaptado de Nieto et al. (2016).

Na fase de iniciacdo, pressdes seletivas, como hipdxia e inflamagdo, levam ao aumento
da atividade de B-catenina pela inibi¢do da atividade de glicogénio 3p - sintetase-quinase e
diminui¢do da degradacdo de [B-catenina. Esse aumento promove a expressdo de snail e,
subsequentemente, o programa TEM. A inflamagdo aumenta a capacidade de migragao e de
manuten¢do de um microambiente de imunossupressdao. As atividades de snail e de twist
conferem mais capacidade de resisténcia a apoptose. Twist e zebl tém sido apontados por
suprimir as proteinas p21 e p16™%*; alteram, portanto, proteinas reguladoras do ciclo celular,
como p53 (KALLURI; WEINBERG, 2009; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016).

A habilidade da autorrenovagdo sustentada garante a célula neoplasica vantagens ao
crescimento tumoral e ¢ influenciada pelos TFs-TEM, os quais apresentam habilidade em
direcionar células com caracteristicas de células-tronco tumorais (HUANG; ROFSTAD, 2017;
LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; NIETO et al., 2016)

No processo de progressao tumoral, as células tumorais deixam o tumor primario apos
o ganho de alteragdes na forma do seu citoesqueleto. A célula tumoral demonstra um epitélio
de fendtipo mesenquimal, com propriedade de invasdo para tecidos adjacentes e migragdo para
os tecidos sanguineos. As células tumorais circulantes intravasam pelos vasos e migram através

das jung¢odes endoteliais (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; SAITO et al.,
2015).
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O fator de transcrigdo twist esta relacionado ao intravasamento e a sobrevivéncia da
célula tumoral na circulagdo (NIETO et al., 2016). Depois do intravasamento, as cé¢lulas
tumorais circulantes encontram situagdes de estresse pela somatoria de fatores como a agdo da
forca hidrostatica, pela a¢do do 6xido nitrico nos sinusoides hepaticos, aumento da apoptosse
pela expressdo de genes como DARC e KAIIl e agdo das células natural killer (NK)
(LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; NIETO et al., 2016; SAITO et al.,
2015). Na tentativa de evadir @ morte celular e adquirir potencial metastatico, as CTCs vao
ganhando, cada vez mais, por meio do programa TEM, mecanismos de sobrevivéncia. A
expressao de genes antiapoptoticos — como BCL2 e BCLX — pode estar aumentada nessa
condi¢do (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017; NIETO et al., 2016; SAITO
et al., 2015). As CTCs e plaquetas expressam a5B3 integrina e, assim, promovem a agregagao
das CTCs com formacdo de émbolos tumorais pelo mecanismo de agregacdo plaquetaria,
vencendo a morte celular por anoikis (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017,
SAITO et al., 2015).

A habilidade das células tumorais circulantes em sobreviver na circulagdo aumenta o
potencial de colonizacdo tumoral. As CTCs podem ter um crescimento dentro do vaso e romper
0 Vvaso ou, por um mecanismo mais seletivo, podem mimetizar os leucocitos, acoplar-se as
proteinas selectinas P e E do endotélio e seguir para um novo passo dentro da cascata
metastatica, um processo denominado extravasamento. Nesse momento, a expressao de VEGF
facilita a ruptura das células endoteliais e o extravasamento das CTCs (LAMBERT;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

No programa da TEM, a angiogénese, um processo de neoformacgdo de vasos
sanguineos, ¢ um evento crucial no desenvolvimento tumoral e metastatico. O crescimento
tumoral leva a um microambiente de hipoxia no centro do tumor pela diminui¢do do suprimento
sanguineo e, consequentemente, pela diminuicdo dos nutrientes, levando a altos niveis de
dioxido de carbono e baixo pH (SAITO et al., 2015). Para corrigir essa situa¢ao de hipdxia, as
células tumorais produzem o fator induzido por hipoxia 1 (HIF-1), que funciona como fator de
transcri¢do para fatores de crescimento, aumentando o potencial de progressdao do cancer por
meio da regulacdo de outros mediadores angiogénicos, como fator de crescimento de endotélio
vascular (VEGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), TGFp, fator de crescimento insulina-
1 (IGF-1) e FGF, sendo o VEGF o mais relevante (SAITO et al., 2015).

A hipoxia leva a degradagdo da membrana basal e separagdo dos pericitos por acao das

proteases. Com isso, as células endoteliais migram para o microambiente tumoral, seguindo o
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gradiente do fator angiogénico para formar a neovascularizacdo. A proliferacao ¢ suprimida por
meio da ligagdo do DDL4 (ligante de Notch), estimulado por VEGF. A fixagdo do pericito ¢
estimulada pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFB) (Figura 10) (SAITO et

al., 2015).
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Figura 10. Etapas de angiogénese na vascularizagdo tumoral.
Fonte: Adaptado de Cancer Research Product Guide (2015).

A TEM confere as células tumorais a habilidade para invadir, sobreviver na circulagdo,
estravasar, porém, o estabelecimento de uma cascata completa ¢ relativamente infrequentente.O
crescimento de uma colonia metastatica em 6rgaos distantes representa a fase mais letal da
progresao maligna de um tumor. As CTCs podem nio ter a habilidade para proliferarem por
ndo induzirem o mecanismo de angiogénese ou por sofrerem supressdo ativa pelo sistema
imune ou caminharem para a morte celular (Figura 11) (LAMBERT; PATTABIRAMAN;
WEINBERG, 2017).
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Figura 11. Etapas do processo metastatico
Fonte: Saito et al. (2015).

2.9 Vimentina

A Vimentina € uma proteina pertencente a familia dos filamentos intermediarios que
compdem o citoesqueleto celular (SANGHVI-SHAH; WEBER, 2017). O citoesqueleto ¢ uma
importante estrutura celular, cuja principal fungdo ¢ coordenar a distribuicao de organelas e
orientar a forma celular; ¢ formado por microfilamentos, filamentos intermediarios e
microtubulos ou a associacdo entre eles (SANGHVI-SHAH; WEBER, 2017; ZHANG et al.,
2017). Os FIs sao proteinas componentes do citoesqueleto, expressas em diferentes tipos de
células e que desempenham papéis e fungdes importantes na manutencao das caracteristicas
morfolégicas celulares; sdo classificadas em cinco familias de genes diferentes, embasadas no
padrdo de expressdo, estrutura e identidade de sequéncia. Uma sexta familia de filamentos
intermedidrios compostos por lamininas reside no nucleo (Tipo V) (SANGHVI-SHAH;
WEBER, 2017). Os FIs dos tipos I e Il compreendem as queratinas acidas e basicas encontradas,
principalmente, no tecido epitelial. O tipo III inclui a Vimentina, nas células mesénquimais, e
a desmina, nas células musculares. O tipo IV ¢ composto por neurofilamentos nos neurdnios.
Os FIs do tipo V (lamininas) estdo no nucleo das células e do tipo VI (nestina), presentes nos
neurdnios embrionarios (GUO et al., 2013; SATELLI; LI, 2011).

A proteina Vimentina ¢ uma das mais abundantes e altamente conservadas dentre os Fls
do tipo III e € principalmente expressa em células de origem mesenquimal (RIDGE et al., 2016).

Essa proteina atua como um marcador candnico da TEM e est4 envolvida em varias condigdes,
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como cancer, inflamag¢ao e cataratas congénitas (DAVE; BAYLESS, 2014; DOS SANTOS et
al., 2015; RIDGE; et al., 2016; STEVENS et al., 2013).

O gene que codifica a proteina Vimentina, conhecido como VIM, ¢ de copia Unica e esta
localizado no cromossomo 10p13 (Figura 12). O gene VIM ¢ regulado por um mecanismo
complexo de controle da expressao génica que inclui a regido TATA box, oito regides putativas
GC box e alguns sitios de ligagdo, dentre eles o sitio de ligagdo ao NF-KB. O NF-KB ativado
pelas células tumorais tem papel importante na hiperexpressao da Vimentina por ligar-se ao seu
promotor, sugerindo a importancia dessa interagao tanto na ativagdo quanto na manuten¢do da

TEM (KIDD; SHUMAKER; RIDGE, 2014; RIDGE; et al., 2016; SATELLI; LI, 2011).

plz.31
pl2.1
pll.23
pll.21
pll.1l
qll.1
qll.21
qll.23
qel.1l
qel.2
q21.3
q22.1
q22.2
q22.3
q23.1
q23.2
q23.31
q23.33
q24.2
q24.33
qe5.1
g25.3
q26.12
q26.13
q26.2
q26.3

Figura 12. Localizagdo cromossdmica do gene 10p13C
Fonte: Genetics Home Reference (2018).

A Vimentina ¢ uma proteina de 57 kDa composta por 466 aminoacidos, que apresenta
um dominio rod a-helicoidal central altamente conservado, flanqueado por dominios terminais
nao-o-helicoidais N e C-terminais, denominados dominio head (77 residuos) e tail (61
residuos), respectivamente. Juntos, esses dominios se associam para formar um cilindro que faz
parte do bloco de construgdo estrutural basico para toda a familia de proteinas de FIs (Figura

13) (DAVE; BAYLESS, 2014; SATELLI; L1, 2011).

. Dominio Tail
Dominio Head

(77 residuos o - :
l) Dominio rod a-helicoidal central (,6 I residuos)

(328 residuos)

I
e
I

Figura 13. Estrutura do mondémero de Vimentina.
Fonte: Adaptado de Dave ¢ Bayless (2014).
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O filamento de Vimentina origina-se pela unido de dois homodimeros por meio do
dominio central, que, por sua vez, associam-se ¢ formam os protofilamentos. A Vimentina ¢é
expressa em varios tipos de células precursoras, como pancreaticas, de Sertoli, neuronais,
endoteliais dos vasos sanguineos, fibroblastos, tubulares renais, macrofagos e neutrofilos
(RIDGE et al., 2016).

A expressao de Vimentina ocorre principalmente nas células de origem mesenquimal,
onde ¢ formada a rede do citoesqueleto de Vimentina, composta por filamentos robustos, que
se estendem da periferia nuclear a membrana celular, conferindo resisténcia mecanica as células
(RIDGE et al., 2016). Embora esse papel arquitetonico tenha sido considerado por muito tempo
como a principal funcdo da Vimentina, sabe-se hoje que essa proteina desempenha um
importante papel nas vias de transducdo de sinais, pode interagir com uma vasta rede de
proteinas e, dessa maneira, atuar no posicionamento de organelas, na migra¢do, adesdo e
sinalizagdo celular (DAVE; BAYLESS, 2014; PEREZ-SALA et al., 2015). Ela interage com
grande nimero de proteinas e dessa interagcdo derivam varias func¢des celulares, algumas delas

mostradas na Tabela 3 (SATELLI; LI, 2011).

Tabela 3. Interagdo da Vimentina com proteinas e fun¢do celular

Proteina de interacio Funcio

Formiminotransferase Integra complexo de Golgi e complexa-se com FIs do citoesqueleto
ciclodesaminase

Uridina fosforilase Funcdo desconhecida

HnRNP Replicagdo viral

Actina-like Organizacdo do filamento de Vimentina

Periplaquina Intermedia a localizacao celular

Desmoplaquina Liga os FIs com desmossomos

YESK Suporte molecular para Yes quinase

Cgmpk Fosforilagao da Vimentina

Alfa-cristalino Aumenta a agregagdo da Vimentina

Filamina Formacao de extensdes celulares

sc70 Regulagdo de genes heat-shock

IFAP-300 Diferenciagao das células da lente

Plectina Integracdo do citoplasma

Caveolina-1 Polarizagdo anterior da caveolina-1 na transmigracdo celular
Rab9 Transporte intracelular de lipideos

Scrib Migrag@o e agregacdo celular

AptA Ativa a proteina quinase Erk1/2

TSGA10 Influencia a fungdo do antigeno (APC)

Fonte: Adaptado de Satelli et al. (2011).

As interagdes célula-matriz ¢ o processo de adesdo celular sdo eventos cruciais em
varios processos bioldgicos e importantes na TEM e na progressao tumoral. A Vimentina atua
como regulador da adesao e migragao mediadas pelas integrinas (KIM et al., 2016b; SATELLI;

LI, 2011). Foi observado que as subunidades [ das integrinas apresentam caudas
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citoplasmaticas que funcionam como a plataforma de ligacdo para muitos de seus reguladores.
Os reguladores podem ligar cooperativa ou exclusivamente as caudas citoplasmaticas de varias
subunidades da integrina com diferentes afinidades de ligagdo (KIM et al., 2016b; SATELLI;
LI 2011). Os filamentos de Vimentina na membrana plasmatica podem fornecer sitios de
inser¢do de integrinas por interacao direta com as caudas das integrinas. Essas intera¢cdes podem
resultar em agregacao de integrinas e maior adesao celular (KIM et al., 2016b).

A Vimentina pode atuar como um efetor da sinalizagdo H-Ras. A expressdo de H-Ras
parece converter os filamentos de Vimentina em agregados proximos ao nucleo, onde nao
ocorre a ligagdo dela a integrina. Além disso, o aumento dos filamentos de Vimentina acessiveis
a integrina do tipo B3 aumenta a ligagdo da integrina aos seus ligandos, induzindo o
agrupamento de integrinas. A Vimentina também interage com a integrina do tipo B1 e isso
parece aumentar a ligacdo da integrina a581 ao seu ligante, a fibronectina (KIM et al. 2016a,
2016Db).

A fosforilagdo da Vimentina esta associada as integrinas € € um evento necessario para
o trafego e a reciclagem eficiente de um substrato da integrina do tipo B1. A fosforilagdo, em
particular, executada pelos membros da familia da proteina quinase C (PKC), bem como outras
serina/treonina quinases, deve ocorrer em sitios intactos no dominio principal da Vimentina.
Esse mecanismo regula o transporte da integrina na célula, afetando tanto as propriedades
adesivas quanto a migracao (IVASKA et al., 2005).

Mediante o exposto, o controle desempenhado pela Vimentina, no que se refere aos
diversos processos celulares mediados por integrinas, como adesdo, migragao e invasao, sugere
que a interrupgdo da interagdo integrina-Vimentina pode ser um caminho no desenvolvimento
de terapias promissoras no tratamento contra o cancer (DAVE; BAYLESS, 2014; KIM et al.,
2016a, 2016b).

Os filamentos estaveis de Vimentina sao reorganizados pelo mecanismo de fosforilagao,
pos-traducional, que controla a associacdo e a desassociacao dos filamentos de Vimentina. Esse
mecanismo de desorganizacdo do FI € essencial durante a divisdo celular (DAVE; BAYLESS,
2014; PEREZ-SALA et al., 2015). A Vimentina ¢ excelente substrato para varias quinases e
varios de seus sitios de fosforilagdo ja foram identificados (Tabela 5) (DAVE; BAYLESS,
2014; SATELLI, LI, 2011).
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Tabela 4. Alguns sitios de fosforilagdo da Vimentina por quinases

Quinase Sitio de fosforilacio na Vimentina

PKA Ser6, Ser24, Ser28, Ser38, Ser46, Ser50, Ser65, Ser72

PKC Ser6, Ser8, Ser9, Ser20, Ser24, Ser25, Ser28, Ser33, Ser38, Ser41, Ser50,
Ser65

CaMKII Ser38, Ser82

PAK Ser25, Ser38, Ser50, Ser65, Ser72

Cdk-1 Ser41, Ser55

ROCK Ser38, Ser71

Aurora-B kinase Ser6, Ser24, Ser38, Ser46, Ser64, Ser65, Ser72, Ser86

PLK-1 Ser82

Fonte: Adaptado de Dave e Bayless (2014).

A fosforilagdo da Vimentina esta associada a consequéncias funcionais. A proteina p21-
quinase ativada (PAK) fosforila a Vimentina principalmente nos locais Ser38 e Ser72, o que
conduz a uma diminui¢ao da formagao de filamentos in vivo. As PAKs fosforilam a Vimentina
em varios residuos de serina e essa fosforilacdo esta envolvida na regulacdo da reorganizacgio
estrutural da Vimentina. A Aurora Quinase B, um regulador chave envolvido nos processos
mitoticos, fosforila a Vimentina e regula a separacdo de seus filamentos durante o processo
citocinético. A proteina fosfatase 2A (PP2A) associa-se a Vimentina e previne a fosforilagao,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo da dindmica do FI em intérfase (SATELLI;
LL 2011).

Além das fosforilagdes, a Vimentina ¢ o alvo de varias outras modificagcdes pos-
traducionais como, por exemplo, citrulinacdo, glutationilagdo, sumoilacdo, nitrosilagdo e
carbonilagdo, que podem estar envolvidas na regulacdo da rede de Vimentina sob condigdes de
estresse (PEREZ-SALA et al., 2015). A citrulinagio, processo que resulta na desaminagio de
residuos de arginina dentro do dominio principal da Vimentina, tem efeitos negativos severos
na organizacdo dos filamentos. A glutationilagdo da Vimentina em neurdnios parece aumentar
a estabilidade dos filamentos, impedindo a fosforilagdo. Uma modificacdo especial ¢ a que
ocorre no glioblastoma, onde as células promovem a sumoilacdo da Vimentina no aminoacido
354, que desempenha um papel na manuten¢do da forma celular e motilidade (DAVE;
BAYLESS, 2014; SATELLI, LI, 2011).

A Vimentina n3o atua apenas como uma proteina de suporte celular, mas também
intermedia varias vias de sinalizacdo e processos celulares através da interagdo com um grande
numero de moléculas e proteinas adaptadoras (DAVE; BAYLESS, 2014; SATELLI; LI, 2011).
Foi demonstrado que a Vimentina interage com a proteina ErK fosforilada, impedindo a retirada
do grupamento fostato, estabilizando a proteina ErK e permitindo seu transporte no interior da

célula, modula as cascatas referentes a MAPK (PEREZ-SALA et al., 2015; SATELLIL; LI,
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2011). Trabalha em conjunto com uma proteina quinase, AKT1, bastante correlacionada com
o cancer, e essa ligagdo com a Vimentina fosforilada a protege da proteodlise induzida por
caspases, 0 que leva ao aumento da motilidade celular e a invasao de células de sarcoma de
tecidos moles (SATELLI; LI, 2011; ZHU et al., 2011).

A Vimentina fosforilada interage com a proteina 14-3-3, que apresenta um papel
importante no ciclo celular e em diversos processos celulares. Essa interagdo com a proteina
14-3-3 promove a montagem de Raf-14-3-3 e de outros complexos, sugerindo que a Vimentina
regula os complexos 14-3-3, controla varias vias de sinalizagdes intracelulares e,
consequentemente, o ciclo celular (SATELLI; LI, 2011; TZIVION; LUO; AVRUCH, 2000).

A Vimentina também atua no controle da atividade de proteinas envolvidas na migracao
celular, como ¢ o caso da proteina Scrib. Mediante a interacdo das duas proteinas, Scrib ¢
protegida da degradacdo mediada pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Logo, a hiperexpressao
de Vimentina durante o evento TEM parece promover uma maior estabilizacao de Scrib e uma
maior promog¢ao da migragao celular e da capacidade invasiva das células (PHUA; HUMBERT;
HUNZIKER, 2009; SATELLI; LI, 2011).

Outra acdo associada a Vimentina ¢ o aumento da migragdo celular pela interagdo com
a receptora tirosina quinase AXL, aumentando a expressdo de AXL. A hiperexpressao de
Vimentina também ¢ associada ao processo TEM pela associagdo com SLUG e RAS
(VUORILUOQOTO et al., 2011). A Vimentina interfere no mecanismo de diferenciacdo dos
osteoblastos imaturos, principalmente pela inibi¢do da osteocalcina. Isso ocorre por meio da
interacao da Vimentina com o fator de transcricdo ativador 4 (ATF4), que termina por inibir

sua fungado transcricional (Figura 14) (LIAN et al., 2009).

29



@ Ligando

Lamina B
“—VIM ? VIM O k(.} ) Fat. de crescimento
__VIM VIM @sC  Caspases

@ Fosfatases

Extracelular N
Citoplasma et e l / A nglagaoflm asao(_I
et : A Z
Cuss o ¥ : .7 b (s
Raf \ A ' P BN l,

v
" Vim @ MEK Q:l >
-— - ? - 4
§ _L> o Protedlise
ERK ¢ l'.Rl\/f VIM @
% ----- >A Apoptose

Protedlise

/ ERK -
oo : P
Substratos no citosol ERK—viMm >

Substratos no niicleo

Figura 14. O papel da Vimentina no cancer
Fonte: Adaptado de Satelli e Li (2011).

O fato de a Vimentina ter a caracteristica de interagir com varios tipos de proteinas
possibilita que ela atue como um potente regulador em uma diversidade de fungdes. Alteracdes
na expressao da Vimentina ja foram descritas em varias doengas € no cancer a sua presenca ¢
correlacionada com metéstase e um pior prognostico (SATELLI; LI, 2011).

A Vimentina foi alvo de investigacdes no carcinoma epidermoide de cavidade oral
(CEC ORAL) e a hiperexpressao de Vimentina foi associada ao ¢bito desses pacientes (LIU et
al., 2010). Em outros estudos, que incluiram tumores de cabeca e pescogo, a expressao de
Vimentina parece aumentar a medida que o tumor cresce. Foi observado que a expressao
citoplasmatica dela em linhagens celulares de tumores de cabega e pescoco pode variar de
acordo com estagio de proliferagdo, caracteristicas intrinsecas celulares, localiza¢do do tumor
(DUTSCH-WICHEREK, 2010). Em um estudo com melanoma primario, foram encontrados
altos niveis de expressdo de Vimentina em pacientes com metastases hematogénicas, indicando
pior progndstico (LI et al., 2010). Em carcinomas de es6fago, a expressdo de Vimentina foi
fator independente de risco para metéastases em linfonodos, com risco trés vezes superior para
pacientes positivos para o marcador, além de estar frequentemente expressa em metastases

linfonodais de carcinomas (JIN et al., 2010). Um estudo com amostras de colangiocarcinoma
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em microarranjos teciduais, com a utilizacao da técnica de IHQ, correlacionou o aumento da
expressdo de Vimentina como marcador independente de um pior prognostico (MAO et al.,
2013). O aumento da expressao de Vimentina em adenocarcinomas ductais pancreaticos,
também pela técnica de [HQ em microarranjos teciduais do tumor pancreatico, correlacionou a
expressao de Vimentina com a diminuicdo da sobrevida apds o tratamento cirirgico
(HANDRA-LUCA et al., 2011).

Os estudos que avaliaram a expressdo da Vimentina no processo da TEM no cancer de
colo uterino foram iniciados em linhagem de células tumorais cervicais e mostraram que ela
estava associada com a invasdo e progressao desse tipo de cancer (GILLES et al., 1996; LEE
et al., 2008). Contudo, poucos estudos avaliaram a expressao de Vimentina por [HQ em cancer
de colo uterino (HUSAIN et al., 2016; MYONG, 2012; YU et al., 2015). Um estudo realizado
com microarranjos de amostras de tecido de carcinoma in situ e invasor comparou o tecido
normal de controle e tecido tumoral por meio de IHQ e observou que nao houve expressao de
Vimentina em tecido normal, € sim aumento da porcentagem da imunomarcacao a medida que
havia maior invasdo. Considerou-se, assim, que o aumento da expressao da Vimentina pode ser
utilizado como um importante marcador da TEM na progressdo do cancer in situ para
microinvasor e invasor (MYONG, 2012).

Um estudo realizado na China avaliou a expressdo citoplasmatica da Vimentina e a
correlacionou com alguns fatores prognoésticos, como idade, tamanho do tumor, estadiamento,
grau de diferenciacao, local de invasao e metéstase linfonodal. Foi encontrada associacao
significativa entre ela e o local de invasao, com o grau de diferenciagdao e metastase linfonodal
(YU et al., 2015).Outra pesquisa realizada no Sudao avaliou o significado clinicopatolégico da
Vimentina em cancer de colo uterino. Também foi correlacionada com a idade e com o grau de
diferenciagdo. Houve uma associagdo significativa entre ela e o grau de diferenciacao
(HUSAIN et al., 2016).

Esses estudos concluiram que a Vimentina desempenha uma fun¢ido importante no
desenvolvimento e na progressao do cancer de colo uterino, podendo ser usada como marcador
de progressao tumoral. No entanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar a associacdo da
expressao da Vimentina com os fatores prognésticos (HUSAIN et al., 2016; YU et al., 2015).

Assim, este estudo teve por objetivo investigar a expressdo de Vimentina em cancer de
colo uterino, buscando associar sua expressdo com fatores progndsticos classicos desses
tumores. Nossa hipdtese inicial ¢ de que a alta expressdo de Vimentina esta associada aos

fatores de pior prognostico neste tipo de cancer e a menor sobrevida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o papel prognostico da expressao da Vimentina em cancer de colo uterino.

3.2 Objetivos Especificos

1. Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicopatoldgicas das pacientes com
cancer de colo uterino.

2. Avaliar as associagdes entre as caracteristicas clinicopatoldgicas e a sobrevida das pacientes
com cancer de colo uterino.

3. Avaliar, por meio de imuno-histoquimica, a expressdo de Vimentina nos espécimes de
cancer de colo uterino selecionados.

4. Investigar as possiveis associacdes entre a expressdo de Vimentina e as caracteristicas
clinicopatoldgicas dos casos de cancer de colo uterino.

5. Avaliar as possiveis associacdes entre a expressao de Vimentina e a sobrevida das pacientes

com cancer de colo uterino.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos da Pesquisa

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Associa¢io de Combate ao
Cancer em Goias — CEP/ACCG, por meio do parecer numero CAAE:13580613.5.0000.031
(Anexo B).

4.2 Tipo de Estudo e Casuistica

Este ¢ um estudo retrospectivo, analitico e epidemioldgico. A sele¢do de casos foi
realizada por meio de busca ativa nos arquivos do setor de anatomia patologica do Hospital
Aratjo Jorge, localizado em Goiania, no estado de Goids. Foram levantados os exames
anatomopatologicos com diagnostico de cancer de colo uterino no ano de 2006 e, inicialmente,
foram selecionados 219 prontuarios e preenchidas fichas de registro elaboradas especificamente
para este estudo, para a coleta dos seguintes dados: numero do prontudrio, data de nascimento,
idade na data do diagndstico, procedéncia, estado civil, tabagismo, etilismo, antecedente
pessoal de neoplasia, historico familiar de neoplasia, sexarca, status menstrual, uso de
contraceptivo oral, data do diagndstico, tipo histolégico do tumor, grau tumoral, tamanho do
tumor, comprometimento linfonodal, metastase a distancia, extensao da lesao, estadiamento
clinico e status do tltimo seguimento da paciente.

Os critérios de inclusdo utilizados foram: mulheres com diagndstico histopatologico
confirmado de cancer de colo uterino, presenca de blocos de parafina contendo o tumor — em
quantidade suficiente para a andlise — dados sociodemograficos e clinico-patologicos
completos e material para analise obtido antes da radioterapia. No entanto, foi necessario
excluir alguns casos, a saber: 10 (dez) casos sem diagndstico confirmado de cancer de colo
uterino, 16 (dezesseis) casos que so apresentaram amostras depois do tratamento radioterapico,
10 (dez) casos que perderam seguimento, 64 (sessenta e quatro) casos em que os blocos de
parafina ndo apresentavam material suficiente para a realizacdo da imuno-histoquimica e 8
(oito) casos que, apos a reagdo de imuno-histoquimica, estavam inadequados para leitura e

determinagdo do escore, restando, para o presente estudo, 111 (cento e onze) casos (Figura 15).
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Figura 15. Fluxograma do total de amostras incluidas no estudo

4.3 Analise Imuno-histoquimica no Cancer de Colo Uterino

Para a analise imuno-histoquimica (IHQ) de Vimentina, foi utilizado o anticorpo

monoclonal (anti-Vimentina, clone V9, DAKO-AGILENT, dilui¢do 1:2) (Tabela 5).

Tabela 5. Informacao sobre os anticorpos

Anticorpo Fabricante| Clone Recuperacio Antigénica | Diluiciio

Anti-vimentina | Dako | V9 | Panela de pressao | 1:2

Em relacdo ao método de imunoperoxidase associada a polimeros (Kit comercial
Novolink-Novocastra Max Polymer Detection System — Leica), foi utilizado o protocolo do
Laboratorio de Imuno-histoquimica do Setor de Anatomia Patoldgica do Hospital Aratjo Jorge
(Anexo A). Os cortes de cancer de colo uterino sao montados em laminas silanizadas,
desparafinizadas em xilol, em temperatura controlada e depois reidratados em uma série de
lavagens com alcool (100%, 80% e 50%, respectivamente). Em seguida, foram submetidos a
recuperacao antigénica por calor umido, em panela de pressao elétrica, durante sete minutos,
utilizando o Citrato 10mM/pH 6,0. Ap6s a recuperacao antigénica, as laminas foram mantidas
a temperatura ambiente para resfriamento por cerca de 20 (vinte) minutos e lavadas em tampao
fosfato (PBS). O bloqueio da peroxidase endogena foi feito em peroxido de hidrogénio 10V a
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3% durante 10 (dez) minutos e, posteriormente, as ldminas foram lavadas com PBS. Apos o
bloqueio, as 1aminas foram incubadas a 4° C durante a noite, com o anticorpo primadrio, e, entao,
lavadas com PBS e incubadas por 30 (trinta) minutos com reagente pos-primario, novamente
lavadas com PBS e incubadas por mais 30 (trinta) minutos com o polimero contendo cerne de
dextran. Depois uma nova lavagem com agua corrente e PBS, a reagdo foi revelada com tetra-
hidroclorato de 3-3’diaminobenzidina (DAB), por 10 (dez) minutos e levemente contracorada
com hematoxilina de Harris. Nesse momento, as laminas foram desidratadas em alcool e xilol
e montadas com laminula usando Entellan Novo (Merk). Foi utilizado um corte de tecido de
melanoma como controle positivo, que foi incluido em cada reagao realizada (Figura 16). Todas

as reacoes foram processadas nas mesmas condi¢cdes ambientais.

A expressao de Vimentina foi avaliada pela presenca de granulos marrons no citoplasma
das células. O score final da THQ foi calculado usando método quantitativo baseado na
porcentagem de células positivas, conforme descrito por Yu et al. (2015). Trés campos de alta
marcagdo foram selecionados e considerados para a avaliacdo. O score foi baseado na
porcentagem de células marcadas e dividido em: 1- quando a marcacao era observada em menos
de 10% das células; 2- com marcac¢do entre 11 ¢ 40%; 3- com marcagao entre 41 ¢ 75%; 4- com
marcagdo > 76%. A andlise final considerou a porcentagem de células coradas, vez que todos

0s casos apresentaram marcacao de alta intensidade.
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Os scores de marcacdo de Vimentina foram dicotomizados nos espécimes de cancer do
colo uterino, a fim de facilitar a anélise estatistica. Assim, foram considerados hipoexpressos
os casos com indices estatisticos < 40% (Figura 17) e hiperexpressos 0s casos com marcagao

>40% (Figura 18).

Figura 18. Score de expressdo da Vimentina >40%. (A) Carcinoma Escamoso. (B) Adenocarcinoma

4.4 Analise Estatistica

Para as variaveis categoricas, foram calculadas as frequéncias absoluta e relativa; para
as nao categoricas, foram realizados célculos de tendéncia central, ou seja, média e mediana, e
de dispersao, como desvio padrdo e coeficiente de variagdo. Posteriormente foram aplicados
testes de associagdo para a realizagdo da estatistica comparativa. O teste aplicado foi o teste
exato de Fisher. Finalmente, foi realizado o célculo da sobrevida global pelo método de Kaplan-
Meier (KM). Os dados foram estratificados e as sobrevidas foram comparadas utilizando o

método de Log-Rank, assumindo como significante os p-valores menores que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Grupo de estudo — aspectos sociodemograficos e clinicopatologicos

O grupo estudado incluiu 111 (cento e onze) mulheres com cancer de colo uterino com
confirmacao histopatolégica. Os dados clinicos e sociodemograficos encontram-se descritos na
Tabela 6. A idade das mulheres que compdem o grupo variou de 26 a 88 anos e a média de
idade foi de 51,2 anos (£15,3). A maioria das mulheres (77,5%) era casada ou tinha um
relacionamento estavel. O tabagismo foi relatado por 38,7% das mulheres e 50,5% do grupo
era de mulheres menopausadas a €época do diagnostico (Tabela 6).

A maioria (61,3%) das mulheres com cancer de colo uterino foi submetida a algum
tipo de cirurgia durante o tratamento, sendo a histerectomia radical o procedimento cirargico
mais frequente. Quanto ao tratamento radioterapico, a combinagao radioterapia + braquiterapia
foi aplicada a 34,2% das participantes. O tratamento quimioterapico apresenta baixa efetividade
terapéutica em pacientes com esse tipo de cancer, sendo usado apenas nos casos metastaticos,
fato observado neste estudo em 9,9% das pacientes que apresentaram metastases a distancia
(13,3%) (Tabela 6).

Com relagdo ao tipo histologico, os carcinomas escamosos corresponderam a maioria
dos casos (75,7%), seguidos pelos adenocarcinomas (15,3%) e carcinomas adenoescamosos
(9,0%). Os tumores menos extensos (Tis + T1) foram os mais comuns, perfazendo 64,9% dos
casos. Metastases linfonodais foram observadas em 3,6% dos casos e metastases a distancia
foram registradas em 9,9% dos casos. Ao final de 60 meses, o 6bito foi registrado em 34,2%

dos casos (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas sociodemograficas e clinicopatoldgicas das pacientes com cancer de
colo uterino

Variavel n (n=111) f(%)
Faixa Etaria
<40 anos 38 34,2
> 4() anos 73 65,8
Estado Civil
Solteira 25 22,5
Outro 86 71,5
Tabagismo
Sim 43 38,7
Nao 57 51,4
Nao informado 11 9,9
Status Menstrual
Menacme 55 495
Menopausa 56 50,5

(continua)
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(conclusdo Tabela 6)

Variavel n (n=111) f(%)
Tratamento Cirurgico
Sim 68 61,3
Nao 43 38,7
Tratamento Radioterapico
Radioterapia externa 15 13,5
Braquiterapia 1 0,9
Ambos 38 34,2
Nao fez 57 51,4
Tratamento Quimioterapico
Sim 11 9,9
Nao 100 90,1
Estadiamento Clinico TNM
Tis 4 3,6
I 63 56,8
11 16 14,4
m 11 9,9
v 14 12,6
NA 3 2,7
Tamanho do Tumor (T)
Tis 7 6,3
Tl 65 58,6
T2 21 18,9
T3 10 9,0
T4 8 7,2
Metastase Linfonodal (N)
NO 97 87,4
N1 4 3,6
Nx 10 9,0
Metastase a Distancia (M)
MO 99 89,2
M1 11 9,9
Mx 1 0,9
Tipo Histolégico
Ca Esamoso 84 75,7
Adenocarcinoma 17 15,3
Adenoescamoso 10 9,0
Status ou Obito Registrado
Viva 73 65,8
Obito Registrado 38 34,2

5.2 Expressao de Vimentina

A expressdo de Vimentina foi observada em 100% dos tumores avaliados e sua

quantificagdo foi dicotomizada nos espécimes de carcinomas de colo uterino, com tumores que

apresentaram expressdao < 40% (hipoexpressdo) e tumores com expressao > 40%

(hiperexpressao). Com base nessa classificagdo, observou-se que 74,8% dos carcinomas do colo

uterino apresentaram hipoexpressdo. A expressao de Vimentina foi investigada em relagdo as

variaveis clinicopatologicas dos tumores, incluindo tamanho, metéstase linfonodal, metastase a

distancia, estadiamento clinico, tipo histologico e Obito registrado, entretanto, nenhuma

diferenga significativa (p > 0,05) foi percebida entre as variaveis estudadas (Tabela 7).
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Tabela 7. Expressdao de Vimentina em relacdo as caracteristicas clinicopatoldgicas dos
carcinomas de colo uterino

Expressio de Vimentina

<40% (n=83) > 40% (n=28) p-valor

Variavel n (%) n f(%)
Tamanho do Tumor (T)

Tis+T1 +T2 70 84,3 23 82,1

T3 +T4 13 15,7 5 17,9 0,772
Metastase Linfonodal (N)*

NO 73 96,1 24 96,0

N1 3 3,9 1 4,0 0,954
Metastase a Distancia (M)**

MO 74 90,2 25 89,3

Ml 8 9,8 3 10,7 0,994
Estadiamento Clinico TNM ***

Tis+1+11 62 77,5 21 75,0

oI +1v 18 22,5 7 25,0 0,798
Tipo Histologico

Ca Esamoso 64 77,1 20 71,4

Adenocarcinoma + Adenoescamoso 19 22,9 8 28,6 0,613
Status ou Obito Registrado

Viva 51 61,4 22 78,6

Obito Registrado 32 38,6 6 21,4 0,113

Foram excluidos: (*) 10 Nx; (**) 1 Mx; (¥**) 3 Nao Avaliados. Teste utilizado: Teste Exato de Fisher.
5.3 Aspectos Progndsticos e Sobrevida
Dentre as 111 pacientes com carcinoma de colo uterino estudadas, 38 delas (34,2%)

evoluiram a obito em um periodo de seguimento de 60 meses. A sobrevida global para o grupo

estudado foi de 65,8% (Figura 19).
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Figura 19. Sobrevida global para as pacientes estudadas com cancer de colo uterino
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Quando ajustada em relacdo a idade, a sobrevida foi maior (83,9%) para pacientes com

< 50 anos comparadas as pacientes com mais de 50 anos (47,3%) (p=0,0001) (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com cancer de colo uterino em fung@o da idade

Em relagdo ao tipo histoldgico, a sobrevida nio variou para as pacientes com carcinomas

escamosos (66,7%), tampouco para as com adenocarcinomas e carcinomas adenoescamosos
(63%) ((p=0,585) (Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com cancer de colo uterino em fung¢@o do tipo histologico
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Em relagdo a extensao da lesdo, a sobrevida foi maior (76,3%) para as pacientes que
apresentavam tumores menores (Tis, T1, T2) e menor (11,1%) para as pacientes com tumores

maiores (T3 e T4) (p=0,0001) (Figura 22).
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Figura 22. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com cancer de colo uterino em fungio da extensdo da lesdo

A respeito da presenga de metastase linfonodal, a sobrevida foi maior (75,3%) para as
pacientes com tumores nao metastaticos comparadas aquelas com metéstase linfonodal que

evoluiram para 6bito no periodo avaliado (p<0,0001) (Figura 23).
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Figura 23. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com cancer de colo uterino em fungdo da presenca de
metastase linfonodal
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Em se tratando da presencga de metdstase a distancia, a sobrevida foi maior (73,7%) para
as pacientes com tumores ndo metastaticos e todas aquelas com metastase a distancia foram a

obito no periodo avaliado (p< 0,0001) (Figura 24).
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Figura 24. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com carcinoma de colo uterino em fungdo da presenca de
metastase a distancia

Em relagdo ao estadiamento TNM, a sobrevida foi maior (80,7%) para as pacientes com

estadio menos avangado (Tis, TI e TII), comparadas aquelas com estadiamento mais avangado

(TIII e TIV), que foi de 12% (p<0,0001) (Figura 25).
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Figura 25. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com carcinoma de colo uterino em fungao do estadiamento TNM
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Sobre a expressdo de Vimentina, a sobrevida foi de 61,4% para as pacientes com

hipoexpressdo e para as com hiperexpressao foi 78,6%. Nao houve diferenga entre os grupos
(p=0,105) (Figura 26).
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Figura 26. Sobrevida em cinco anos para as pacientes com carcinoma de colo uterino em fungao da expressao de
Vimentina
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6 DISCUSSAO

A invasdo tumoral e o desenvolvimento de metastases sdo etapas cruciais durante a
progressao do processo de carcinogénese. Nos carcinomas, a disseminagao das células tumorais
inclui eventos como a migragdo de células epiteliais para sitios adjacentes e a distancia, o
intravasamento das células tumorais para o interior de vasos linfaticos e sanguineos, a
sobrevivéncia dessas células no sistema circulatorio, o deslocamento e o extravasamento das
células tumorais através da parede dos vasos e a formag¢ao de colonias e micrometastases, que
podem evoluir para lesdes metastaticas. A transicao epitélio-mesénquima € um processo
importante para a compleigdo das fases de invasdo e metastase e vem sendo amplamente
estudado em diferentes tumores (DU et al., 2018; FIGIEL et al., 2017; HOLTHOFF et al., 2016;
ZHAO et al., 2014).

Nos carcinomas, durante a transicdo epitélio-mesénquima, as células epiteliais
compartilham fungdes das células adjacentes do tecido conjuntivo e adquirem mobilidade e
capacidade de migragdo para sitios proximos e a distancia. A transi¢do epitélio-mesénquima
consiste em varios fendmenos de reprogramacgdo da expressao génica, capazes de modificar o
perfil de biomarcadores das células tumorais (BRABLETZ et al., 2018). Uma dessas mudancas
consiste na expressao aberrante de Vimentina pelas células epiteliais tumorais. Nesse sentido,
o papel progndstico da expressdo de Vimentina tem sido avaliado em vdrios carcinomas
humanos (DU et al., 2018; YAMASHITA et al., 2013; ZHAO et al., 2014).

A respeito do cancer de colo uterino, ainda sdo escassos os estudos que avaliaram a
associacdo da expressdo de Vimentina com aspectos progndsticos dos tumores, especialmente
com relacdo as avaliagdes da sobrevida e do intervalo livre de recidiva (CHENG et al., 2012;
GILLES etal., 1996; HUSAIN et al., 2016; LIN et al., 2017; YU et al., 2015). O presente estudo
investigou a expressao de Vimentina em 111 casos de cancer de colo uterino, utilizando a
imuno-histoquimica. De forma singular, essa expressao foi observada em 100% dos espécimes
tumorais cervicais estudados, confirmando a expressdo aberrante dessa proteina tanto em
carcinomas escamosos como em adenocarcinomas e carcinomas adenoescamos do colo uterino,
mas normalmente nao ¢ encontrada nas cé€lulas epiteliais cervicais ndo tumorais, € sim somente
nas mesenquimais (PATTABIRAMAN; WEIMBERG, 2016; SATELI; LI, 2011).

A hipétese inicial deste estudo era a de que a hiperexpressao de Vimentina estaria
associada aos fatores de pior prognostico no cancer de colo uterino e, consequentemente, a

menor sobrevida das pacientes. Apos a investigacao das possiveis associagdes entre a expressao
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de Vimentina e os fatores prognosticos classicos para o tipo de cancer aqui analisado, bem como
com a sobrevida das pacientes, essa hipdtese nao foi confirmada. Desse modo, estes resultados
divergem daqueles relatados em estudos prévios e isso pode ter se dado em virtude de os
objetivos e as metodologias utilizadas nessas pesquisas serem bem diferentes.

A associagdo entre a expressao de Vimentina e as propriedades invasivas cancer de colo
uterino foi inicialmente estudada em modelos de linhagens celulares cervicais transformadas
pelo HPV (GILLES et al., 1994a, 1994b). A associacdo entre expressao de Vimentina e a
invasdo tumoral, foi relatada comparando a expressdo de Vimentina por imuno-histoquimica
em casos de carcinomas cervicais in sifu € em carcinomas cervicais invasores. Esse mesmo
estudo avaliou lesdes metastaticas de carcinomas cervicais € demonstrou a expressao de
Vimentina em metastases, porém em menor intensidade (GILLES et al., 1996).

Um estudo avaliou 135 pacientes com carcinoma escamoso de colo uterino em estadio
I e II. Esse grupo utilizou um anticorpo antivimentina da Zymed Laboratories e 65% dos casos
foram positivos para expressdo de Vimentina. Esta foi inversamente associada com a
diferenciag@o histologica dos tumores, a presenga de metéstase linfonodal e a recorréncia do
cancer. Em andlise uni e multivariada, a hiperexpressdo de Vimentina (acima de 80% das
células marcadas) foi considerada um fator de pior progndstico, vez que esteve
significativamente associada a menor sobrevida das pacientes com carcinoma de células
escamosas do colo do tutero (CHENG et al., 2012). Entretanto, o estudo ndo avaliou tumores
mais avancados em estadios Il e IV.

Proteinas relacionadas com a transi¢ao epitélio-mesénquima, incluindo a Vimentina,
foram avaliadas em carcinomas in situ (81 casos), carcinomas de células escamosas
microinvasores (17 casos) e invasores (21 casos), a fim de demonstrar seus papéis-chave na
progressao dos tumores. O estudo foi realizado em blocos de parafina incluidos em um
microarranjo € a expressao de Vimentina detectada pelo anticorpo V9 (BioGenex), tendo sido
mais alta nos carcinomas microinvasores e invasores quando comparados com os carcinomas
in situ; entretanto, os aspectos clinicos patologicos e progndsticos ndo foram avaliados no
estudo (MYONG, 2012).

Um estudo de caso-controle comparou a expressao de Vimentina com as caracteristicas
clinicopatoldgicas dos tumores, incluindo o grau tumoral e a idade das pacientes com cancer de
colo uterino. A expressdo citoplasmatica de Vimentina foi observada em 40% dos casos e foi
negativa em lesdes inflamatorias benignas ndo tumorais do colo do utero. A expressdo de

Vimentina foi significativamente associada com grau do tumor e ndo variou em funcdo das
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diferentes faixas etarias. Os resultados demonstraram um possivel papel de vimentina no
desenvolvimento e na progressdo do cancér de colo uterino, contudo, outros aspectos
clinicopatoldgicos e prognosticos nao foram investigados no estudo (HUSAIN et al., 2016).

Um estudo investigou o valor prognostico da expressao de Vimentina no cancer de colo
uterino associando-a aos fatores clinicopatoldgicos e correlacionando a outros marcadores,
como o TP53, e com metodologias além da imuno-histoquimica. O score utilizado pelos autores
foi de 10%, considerando hipoexpressao abaixo de 10% e hiperexpressdo acima de 10%, sendo
utilizado o anticorpo monoclonal de rato (DAKO, Denmark, dilui¢do 1: 200). Diferentemente
deste estudo, os autores avaliaram 130 espécimes de cancer de colo uterino obtidos de
procedimentos cirargicos de mulheres com cancer apenas em estadiamento I e II. Esta pesquisa
aqui apresentada também realizou uma investiga¢cdo em estadiamentos mais avangados, III e
IV. Lin et al. (2017) observaram associacdo da hiperexpressdo da vimentina com idade,
metastases linfonodais e invasao linfatica.

Apesar dos estudos acima terem investigado a expressao de Vimentina utilizando
imuno-histoquimica, os resultados diferem entre eles e também distintas sdo as metodologias.
Hussain et al. (2016) e Yu et al. (2015) encontraram associagdo entre grau histoldgico, mas nao
com a idade. Por sua vez, Lin et al. (2017) ndo encontraram associagdo com o grau histologico,
e sim com a idade; ainda, encontraram associacao com metastase linfonodal e a distancia ¢ ndo
com tamanho do tumor e estadiamento. Neste estudo em questdo, tampouco foi encontrada
associa¢dao com tamanho do tumor e estadiamento.

Virias diferencas podem ser apontadas entre este estudo e os demais. Em primeiro lugar,
0s anticorpos primdrios antivimentina diversos que sao usados em cada um. Em segundo lugar,
os procedimentos de avaliagdo microscopica da expressdo de Vimentina e os pontos de corte
usados para definir a hipo e a hiperexpressao desse biomarcador. O método de imuno-
histoquimica ¢ relativamente simples, mas apresenta particularidades que podem influenciar os
resultados, incluindo o tempo de fixagdo do espécime tumoral, o método de recuperagdo
antigénica e a escolha dos anticorpos e do reagente utilizados.

A andlise da expressdo de Vimentina por imuno-histoquimica ¢ amplamente utilizada,
no entanto, apresenta muitos desafios e dificuldades, incluindo a reprodutibilidade (KOSTI et
al., 2016), a falta de padronizagdo no que se refere ao tipo de anticorpo utilizado e a forma de
avaliacdo microscopica da marcacao tecidual. Toda essa variabilidade pode ter influenciado a
diversidade de resultados encontrada nos estudos disponiveis. Além disso, este estudo incluiu

os diferentes tipos histologicos de cancer do colo uterino e diferentes estadios clinicos, o que
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pode ter dificultado a detecgcdo de possiveis associagdes entre a expressao de Vimentina € o
progndstico desses tumores.

Um aspecto importante a ser considerado ¢ a auséncia de padronizacdo dos métodos
semiquantitativos de avaliagdo e os diferentes pontos de corte usados para definir hipoexpressao
ou hiperexpressao de Vimentina nos estudos (CHENG et al., 2012; HUSAIN et al., 2015; LIN
et al., 2017; YU et al., 2015). Neste estudo, foram utilizados os critérios de Yu et al. (2015),
que consideram o indice e a intensidade da marcagdo, entretanto, ha de se ressaltar que todas as
amostras apresentaram alta intensidade de marcagdo e para a andlise estatistica dos resultados
os indices de marcagdo foram dicotomizados e considerou-se hipoexpressao quando o indice
era menor ou igual a 40% e hiperexpressao, quando acima de 40%. Porém, ao utilizar esse
ponto de corte nenhuma associagao significativa foi observada entre a expressdo de Vimentina
e os parametros clinicopatoldgicos e prognosticos dos casos analisados.

A sobrevida global do grupo de pacientes estudado foi de 65,8%, semelhante a outros
estudos avaliados em regides brasileiras nesse mesmo periodo (ALVES et al., 2017,
MASCARELLO; ZANDONADE; AMORIM, 2013). Apesar de ndo ter sido influenciada pela
expressao de Vimentina, a sobrevida foi associada aos fatores prognoésticos cldssicos como
tamanho do tumor (p<0,0001), metastase linfonodal (p<0,0001), metastase a distancia
(p<0,0001) e estadiamento clinico (p < 0,0001), fato que valida a casuistica e os dados
coletados.

Apesar dos resultados nao terem demonstrado associagdes significativas entre a
expressao de Vimentina e os fatores prognosticos dos carcinomas de colo uterino, a expressao
aberrante de Vimentina em todos os casos de cancer de colo uterino estudadas foi observada,
incluindo carcinomas escamosos, adenocarcinomas ¢ carcinomas adenoescamosos,
caracterizando o processo de transi¢ao epitélio-mesénquima nesses tumores, bem como o
potencial de invasdo e metastase desse tipo de cancer (PATTABIRAMAN; WEIMBERG,
2016; SATELI; LI, 2011).

Alguns autores sugerem que o mecanismo da TEM apresenta estados intermedidrios no
que diz respeito a mudanga do fendtipo epitelial para o fendtipo mesenquimal invasor e que a
expressao de Vimentina somente nao deve ser considerada como biomarcador do programa da
TEM. Essa observagdo representa uma importante limitagdo deste estudo. A diminuigdo da
expressao de E-caderinas e a expressao dos principais fatores de transcri¢do da TEM, como

Snail, Twist e ZEB-1, podem trazer informag¢des importantes no sentido de estabelecer a relagao
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entre o progndstico do cancer de colo uterino e a TEM (LAMBERT; PATTABIRAMAN;
WEIMBERG, 2017) e devem ser incluidos em futuras avaliagdes.

Os resultados apresentados neste estudo confirmam a expressao aberrante da Vimentina
no cancer de colo uterino, sugerindo a importancia do programa de transi¢do epitélio-
mesénquima nesses tumores, porém, nao foi capaz de demonstrar o papel da hiperexpressao da

Vimentina no prognostico desse tipo de cancer.
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7 CONCLUSOES

(1) A expressao aberrante de Vimentina foi observada em todos os casos de cancer de colo
uterino avaliados.

(2) A expressdo de Vimentina ndo foi associada as caracteristicas clinicopatologicas dos casos
de cancer de colo uterino analisados neste estudo.

(3) A sobrevida global em sessenta meses para as pacientes avaliadas com cancer de colo
uterino foi de 65,8% e foi influenciada por idade, tamanho ou extensdo do tumor, presenga de
metéstases linfonodais, presenca de metastases a distancia e estadiamento dos tumores.

(4) A sobrevida em sessenta meses para as pacientes estudadas nao foi associada a expressao
de Vimentina, logo, esta ndo foi considerada um biomarcador progndstico para os casos de

cancer de colo uterino avaliados neste estudo.
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ANEXO A

Procedimento Operacional Padrao

IMUNOHISTOQUIMICA DE TECIDO PARAFINADO
Numero do procedimento: 1.0
Versao: 01

Data da emissao: 09/11/2015

Data Revisoes
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PROCEDIMENTO:

1.1 — Preparacio dos cortes histologicos

DESPARAFINIZACAO

Xilol (a temperatura ambiente) 3x ---(5 a 10 min)

1.2 — Reidratacao

1. ETOH 100% 3x --- --- (2 min)
2. ETOH 80% --- (2 min)
3. ETOH 50% --- (2 min)
4. Lavar em agua corrente

1.3 — Bloqueio da peroxidase enddgena

Procede-se ao bloqueio da peroxidase endégena com solugao de perdxido de hidrogénio (H20»)
a 3% em metanol (ou solugdo comercial a 3% = 10 volumes), em um banho de 5 minutos ou
mais; seguem-se lavagens em agua corrente e colocar na solugdo que ja deve estar aquecendo

na panela de pressao.

H202 (10 volumes) 3% - --- (5 min)

1.4 — Recuperacao antigénica

Enzima (proteinase K) -- (10 a 15 min)
Acido citrico (10mM) (4,2g)

Agua destilada 21

NaOH (2N) corrigir o pH (6,0)

INCUBACAO EM CALOR UMIDO - as laminas sio incubadas em tamp#o citrato 10mM/pH
6,0 em panela de pressdo, durante 7 minutos. Apds resfriamento por 20 minutos, seguem-se

lavagens em agua corrente.

Panela de pressao - - - (7 min)

Resfriar --- (20 min)
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1.5 — Dilui¢io do anticorpo primario
Albumina 0,5% diluida em PBS

Titulacao

1.6 — Reacio utilizando o complexo de polimeros sintéticos
Lavar em agua corrente

Colocar em bandeja com fundo de 4gua

Molhar laminas com PBS

Secar laminas

Pingar bloqueador de proteina --- - (5 a 10 min)
Pingar anticorpo primario (200uL)

Tampar bandejas e colocar na geladeira -(overnight)

Lavar em agua corrente e escorrer
Molhar com tampao PBS
Secar laminas

Pingar pds-primario (tampar bandeja) (30 min)

Lavar em agua corrente e escorrer
Molhar com tampao PBS
Secar laminas

Pingar Polimero (tampar bandeja) (30 min)

Lavar em agua corrente e escorrer

Molhar com tampao PBS

1.7 — Revelac¢ao
Preparar O DAB (diaminobenzidina ¢ um possivel agente carcinogénico, ao manipula-lo usar

luvas)

Pingar o DAB pronto em cada lamina (100ul) --- (5 a 10 min)
Lavar em agua corrente e escorrer

Colocar em cesta e lavar bem

Colocar em cuba de Hematoxilina para contracorar

Lavar em agua corrente (até limpar o contracorante)

Imergir 3 a 4 vezes (rapidamente) a cesta na 4gua amoniacal
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Lavar em agua corrente

1.8 — Desidratacao
ETOH 100% 4x --- (2 a3 min)

Xilol 2x (enquanto estiver montando)

1.9 - Montagem

Pingar 1 (uma) gota de Entellan em cada laminula

Pingar 1 (uma) gota de xilol da ldmina a ser montada no Entellan e colar (virada para baixo)
Pressionar uma contra a outra e secar a lamina

Se houver bolhas, retirar

Mergulhar no xilol e deixar secar apoiada na cuba

Colocar na bandeja de madeira

Confeccionar etiquetas e colar

» Importante: lavar bandejas com agua e sabdo (esfregar com bucha, para nao ficar restos de

DAB)

Observacao 1: esse protocolo ¢ baseado na utilizagdo do kit de revelagao da Leica, Novo Link.

2 RESULTADOS

As laminas coradas serdo avaliadas quanto a expressdo dos marcadores empregados, utilizando

microscopico 6ptico comum, por um patologista.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE MARCADORES MOLECULARES E DISTRIBUIGAO GENOTIPICA DO
HPV EM TUMORES ASSOCIADOS AO VIRUS

Pesquisador: VERA APARECIDA SADD!

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 13580613.5.0000.0031

Instituigio Proponente: ASSOCIACAQ DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 272.288
Data da Relatoria: 04/04/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de pesquisa academica, fomentada pela FAPEG, visando analisar (retrospectivamente) dados de
cerca de 500 prontuarios de pacientes portadores de CEC de vulva, cabeca e pescoco e anus. Tambem
visa analise de blocos de parafina para identificacao de presence e tipo de HPV.

O estudo proposto € retrospectivo, analitico e visa determinar a prevaléncia do genoma do HPV e a
distribuicao genotipica do virus em grupos de pacientes com carcinomas cervicais (200 casos), de vulva e
vagina (100 casos), carcinomas anais (100 casos) e carcinomas de cavidade oral e orofaringe (100 casos).
Os casos incluidos deveréo ser aqueles diagnosticados no Hospital Araijo Jorge, a partir de 2005, que
apresentem dados clinicos e histopatolégicos satisfatérios, blocos de parafina disponiveis no Servigo de
Anatomia Patologica do Hospital Araujo Jorge e seguimento minimo de cinco anos. A selegao sera feita a
partir de uma busca ativa nos livros de registros dos exames realizados no Setor de Anatomia Patoldgica do
Hospital Araujo Jorge, com os diagnosticos histopatoldgicos ja especificados. O periodo de incluséo deve se
iniciar a partir de 2005, até atingir 0 nimero de casos estabelecidos para cada um dos grupos. As laminas
coradas pela hematoxilina-eosina de cada exame anatomo- patolégico serao revisadas e os casos
selecionados de acordo com o diagnostico histoldgico confirmado. Os blocos de parafina, correspondentes
as laminas revisadas, serdo selecionados para as analises moleculares. A detecgdo e a genotipagem
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do HPV serao realizadas no Laboratorio de Transplante de Medula Ossea/l aboratorio de Radiobiologia e
Oncogenética da Associagao de Combate ao Cancer em Goias e Laboratério de Genética e Biodiversidade
da PUC-Goias. Os tipos de HPV serdo classificados em baixo & alto risco oncogénico com base no padréo
filogenético, conforme a classificac8o proposta pela The International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV). As analises imuno-histoquimicas serao realizadas no Laboratério de Anatomia Patolégica do

Hospital Araujo Jorge.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Determinar a distribui¢ao genotipica do HPV e as possiveis associacoes entre
caracteristicas clinico-patolégicas. prognosticas e moleculares dos tumores associados ao virus (carcinomas
cervicais, de vulva, vagina, anus, cavidade oral e orofaringe).

Objetivo Secundario: - |dentificar os tipos especificos de HPV detectados nos diferentes tumores associados
ao virus (carcinomas cervicais, de vulva, vagina, anus, cavidade oral e orofaringe). - Descrever os principais
aspectos clinico-patologicos e progndsticos nos tumores associados ao HPV. - Avaliar a expressao imuno-
histoquimica de Ki-67 e p16 nos tumores associados ao HPV. - Avaliar as possiveis associagoes entre 0s
achados de deteccao e genotipagem do HPV com os fatores clinico-epidemioldgicos e moleculares dos
tumores avaliados. - Avaliar 0 impacto dos diferentes gendtipos do HPV no prognostico dos pacientes com
dos tumores associados o virus. - Produzir dados de prevaléncia e distribui¢do genotipica do HPV capazes
de prever o impacto das vacinas na epidemiologia dos canceres associados ao Virus.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Sem riscos relevantes.

Reneficios atraves do conhecimento de dados de prevalencia de HPV entre portadores de CEC de vulva,
anus, cabeca e pescoco, podendo implementar ou mudar o uso de vacinas contra HPV

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um importante projeto com potencial de elucidar lacunas cientificas relevantes sobre o papel do
HPV em CEC de anus, vulva e cabeca e pescoco.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Adequados 'as exigencias do CEP

Aparentemente, nada faltando

pedem dispensa do TCLE (e estou de acordo)
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Recomendacgbes:

Sem recomendacoes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sugiro aprovacao do projeto

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideracgdes Finais a critério do CEP:
Parecer do relator acatado.

Estudo aprovado.

GOIANIA, 14 de Maio de 2013

Assinador por:

Adriano Augusto Peclat de Paula
(Coordenador)
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