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RESUMO

Oliveira RAR. Analise imunoistoquimica das vias notch, WNT e NF-KB em
carcinoma epidermoide e lesdes precursoras do colo uterino. Sao Paulo; 2014.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

O cancer do colo do tutero ¢ um importante problema de saide em todo o mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento. A andlise dos mecanismos das
multiplas etapas da carcinogénese do colo do utero propiciou melhor compreensdo
das vias de sinalizacdo intracelulares alteradas na evolugdo das lesdes intraepiteliais
(LIEs) para o carcinoma invasivo. A interagao das proteinas E6 ¢ E7 do HPV de alto
risco com vias de sinalizagdo do NOTCH, NF-kB e WNT parece constituir uma
importante via carcinogénica no colo do utero. Estudos recentes demonstram
interagdo entre tais vias no desenvolvimento de neoplasias malignas de outros
orgdos. No entanto poucos estudos analisaram conjuntamente a expressao dessas
proteinas na transi¢do das LIEs de baixo e alto graus (LIEBG e LIEAG) para o
carcinoma invasor em amostras de tecido. Para analisar a expressdo destas proteinas
durante as etapas da progressdo do carcinoma epidermoide do colo do tutero, foram
selecionadas amostras de 84 pacientes com diagnosticos de neoplasias intraepiteliais
e carcinomas invasores do colo uterino, contendo 15 casos de LIEBG, 30 casos de
LIEAG e 39 casos de carcinoma epidermoide (CEC) do arquivo de Anatomia
Patologica do AC Camargo Cancer Center. Foram avaliadas, através da
imunoistoquimica, as expressdes das proteinas das vias NOTCH, WNT E NF-kB nas
lesdes intraepiteliais de baixo e alto graus e em carcinomas invasores do colo do
utero estadio clinico I da FIGO, verificando suas relagdes com a sua evolugao
patologica sequencial. As expressdes imunoistoquimicas das proteinas Notch 1 e NF-
kB p105 se correlacionaram com a progressdo das LIEs para o carcinoma invasor
com p<0,0001 e 0,005 respectivamente. O presente estudo demonstra que essas vias

intracelulares podem estar envolvidas na progressdao do cancer de colo uterino.



SUMMARY

Oliveira RAR. [Immunohistochemical analysis of Notch, WNT and NF-KB
pathways in squamous cell carcinoma and precursor lesions of the cervix]. Sao

Paulo; 2014. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente].

Cervical cancer is a major health problem worldwide, especially in developing
countries. The analysis of the mechanisms of multistep carcinogenesis of cervical
cancer provided better understanding of altered intracellular signaling pathways
during the development of squamous intraepithelial lesions (IELs) to invasive
carcinoma. The high-risk HPV proteins E6 and E7 interaction with NOTCH, NF - kB
and WNT signaling appears to be an important carcinogenic pathway in cervical
cancer. Recent studies have shown interaction between these pathways in
development of malignant neoplasms of other organs. However, few studies
analyzed the expression of these proteins together in the transition from low and
high-grade (LSIL and HSIL) to invasive carcinoma in tissue samples. To analyze the
expression of these proteins during the progression stages of squamous cell
carcinoma of the cervix, samples from 84 patients were selected with diagnoses of
intraepithelial neoplasia and invasive carcinoma of the cervix, whereas 15 cases of
LSIL, 30 cases of HSIL and 39 cases of squamous cell carcinoma (SCC) from the
Pathology’s Department files, in A.C.Camargo Cancer Center. The protein’s
expressions of NOTCH, WNT and NF - kB pathways were evaluated by
immunohistochemical staining in LSIL, HSIL and FIGO’s stage I invasive
carcinoma of the cervix, correlating with the pathological sequential of progression.
The immunohistochemical expression of Notch 1 and NF - kB pl05 proteins
correlated with the progression of IELs for invasive carcinoma with p <0.0001 and
0.005 respectively. The present study demonstrates that these intracellular pathways

may play a role in the progression of cervical cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do ttero ¢ a segunda neoplasia mais comum entre mulheres
no mundo, sendo responsavel por cerca de 530 mil casos novos e pelo obito de
aproximadamente 275 mil mulheres ao ano (FERLAY et al. 2010). Cerca de 80%
dos casos novos ocorrem em paises em desenvolvimento devido principalmente a
falta de programas de rastreamento adequados. O nimero de casos novos do cancer
do colo do utero esperados para o Brasil no ano de 2014 ¢ de 15.590, com um risco

estimado de 15,33 casos a cada 100 mil mulheres (Ministério da Saude 2014).

Figura 1.
Localizacio primdria  casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
T ks es0 mgw o) MamaFemiina 120 08%
o ) Homens ~ Mulheres

Traqueia, Brinquio e Pulmdo 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estomago 12.870 4,3% Traqueia, Brénguio e Pulmdo  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,5%

Esdfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do (itero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Qvario 5,680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4,850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4,960 1,6% Leucemias 4,320 1,6%

Fonte: Ministério da Saude (2014)

Figura 1 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2014, por sexo, exceto pele ndo melanoma.



O carcinoma cervical origina-se de lesdes pré-malignas que apresentam
alteracdes citoarquiteturais restritas ao epitélio de revestimento do colo do utero, sem
invasdo do estroma cervical. As principais caracteristicas destas lesdes sdo a
imaturidade, a desorganizagdo celular, as anormalidades nucleares ¢ o aumento da
atividade mitotica. Em 1961, a Organizagdo Mundial da Satde-OMS classificou
essas lesoes em displasias leve, moderada, acentuada e carcinoma in situ. Segundo
classificagdo proposta por Richard em 1967, quando essas alteragdes ocorrem apenas
no ter¢o inferior do epitélio a lesdo geralmente ¢ designada de NIC I (neoplasia intra
epitelial grau 1). O envolvimento dos ter¢os médio e superior do epitélio é
diagnosticado como NIC II e NIC III (neoplasia intra epitelial graus 2 e 3)
respectivamente. (WRIGHT et al. 2002).

Em 1988 o Sistema de Bethesda foi introduzido para a classificagao
diagnostica citologica das alteragdes do trato genital inferior, sendo revisado nos
anos de 1991 e 2001 (SOLOMON et al. 2002; APGAR et al. 2003).

Atualmente se utiliza a classificagdo pelo Sistema de Bethesda (1988-2001),
onde a classificagdo citologica das lesdes precursoras do cancer de colo uterino sdo
divididas em Lesdo intra-epitelial de baixo grau (LIEBG) e Lesao intra-epitelial de

alto grau (LIEAG). Quadro 1

Quadro 1 — Correspondéncia entre as classificagdes citologicas

FIGO/OMS (1961) Richard (1967) Sistema de Bethesda (1988-2001
Displasia leve NICI Lesdo intra-epitelial de baixo grau
Displasia moderada NIC IT Lesdo intra-epitelial de alto grau
Displasia acentuada NIC 11 Lesdo intra-epitelial de alto grau
Carcinoma in situ NIC III Lesdo intra-epitelial de alto grau

Fonte: WRIGHT et al. (2002)



Em revisdo na literatura sobre a historia natural da NIC durante os ultimos 40
anos, OSTOR (1993) relata que a frequéncia média de progressdo de NIC I para
carcinoma in situ (NIC IIT) é de 11% e de NIC II para carcinoma in situ ¢ de 22. A
progressdo para doenga invasiva foi de 1% para a NIC I, de 5 % para a NIC II e mais

de 12 % para a NIC III (PALO et al. 2002).

Epitélio escamoso normal

Epitélin
glandular normal

Adenocarcinama in sity
Fonte: Adaptado de WOODMAN et al. (2007)
Figura 2 - Microscopias das lesdes precursoras e do carcinoma invasor do colo

uterino



A integracdo dos dados oriundos dos laboratdrios de pesquisa basica com
aqueles extraidos dos estudos epidemioldgicos e clinicos tém imputado ao virus
Papiloma Humano (do inglés, Human papillomavirus - HPV) o papel principal na
carcinogénese das neoplasias epiteliais primdarias do colo uterino (DOORBAR 2005;

WOODMAN et al. 2007; PLASENCIA et al. 2008).

1.1  INFECCAO PELO HPV

Estudos sobre o virus HPV ja identificaram mais de 200 subtipos do virus,
sendo que 40 deles podem causar infeccdo do trato genital inferior. Esses virus sdo
classificados em dois grupos (Baixo Risco e Alto Risco) em relacdo ao seu potencial
oncogénico. No grupo de baixo risco encontram-se mais comumente os tipos 6 e 11,
que estdo relacionados com o desenvolvimento de lesdes de baixo potencial de
malignidade, como as verrugas genitais. No grupo de alto risco encontram-se os tipos
16 e 18, com alto potencial oncogénico. Virtualmente todos os casos de cancer de
colo uterino estdo relacionados a presenga de material genético do DNA de virus
desse grupo, sendo mais frequentemente encontrado o tipo 16, seguidos dos tipos 18,
31,33 e 45. No cancer de colo uterino pode-se identificar a infeccdo pelos tipos 16 e
18 em cerca de 70% dos casos, e nas verrugas genitais os tipos 6 e 11 em cerca de
90% (SOUTHERN e HERRINGTON 1998; LONGWORTH e LAIMONIS 2004;
VILLA 2006; BOCCARDO e VILLA 2007; BOULET et al. 2007; WOODMAN et
al. 2007).

O desenvolvimento do cancer de colo uterino esta relacionado a uma série de

fatores de risco, sendo o principal deles a infecg¢do persistente com HPVs de alto



risco (STANLEY 2001; DOORBAR 2005; SNIJDERS et al. 2006; BOCCARDO e
VILLA 2007; PLASENCIA et al. 2008).

Apds a infecgdo ocorre a desregulagdo no ciclo de vida do virus HPV.
Durante o desenvolvimento de lesdes precursoras de baixo grau (LIEBG) o genoma
viral mantém-se em sua forma epissomal. Com a evolug¢do, surgem importantes
alteracdes em sua expressdo génica encontradas na transformago para as lesdes de
alto grau (LIEAG). Ocorre entdo a integracdo do material genético viral ao material
cromossomico do hospedeiro. Durante este evento, quantidades crescentes das
proteinas virais E6 e E7 sdo detectadas. Tais proteinas desempenham papel crucial
no desenvolvimento das neoplasias malignas, pois interagem com a proteina
supressora de tumor (p53) e proteina do retinoblastoma (pRB) causando sua
degradacdo e consequentemente alteragdes no ciclo celular e na apoptose
(DOORBAR 2006; VILLA 2006; BOCCARDO ¢ VILLA 2007, BOULET et al.
2007; WOODMAN et al. 2007; PLASENCIA et al. 2008).

Ocorrem entdo perdas dos mecanismos de reparo do DNA do hospedeiro
durante o final da “fase S” do ciclo celular, que culminardo no acimulo de mutagdes
genéticas e consequentemente no aparecimento das lesdes malignas do colo uterino
(SOUTHERN ¢ HERRINGTON 1998; STANLEY 2001; DOORBAR 2006; VILLA

2006; SNIJDERS et al. 2006). Figura 3



Cérvix normal Lesdes intrepiteliais da cérvix Neoplasia invasiva

Baixo grau Alte grau
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Fonte: Adaptado de WOODMAN et al. (2007)

Figura 3 - Representacdo esquematica da infec¢do causada pelo virus HPV e suas

alteracoes celulares.

Apesar do papel central desempenhado pela infec¢do causada pelo virus
HPV, a progressdo de doenga ocorrida entre as LIE e o carcinoma invasivo ¢ pouco
frequente. A maioria das lesdes precursoras apresentam regressdo espontanea, fato
que estd intimamente relacionado a imunidade do hospedeiro.

Um longo tempo de exposi¢ao ao virus HPV associado a co-fatores (como o
tabagismo, habitos sexuais, uso de hormonios) se faz necessario para o surgimento
do cancer do colo uterino (SNIJDERS et al. 2006; DOORBAR 2006; WOODMAN
et al. 2007; PLASENCIA et al. 2008).

Diversos estudos in vitro demonstraram relagao entre o desenvolvimento da
doenga com a expressdo de marcadores moleculares das vias intracelulares do Notch,
NFkB ¢ WNT. Tais vias moleculares exibem altera¢cdes em seu funcionamento na

presenca dos genes E6 e E7 do HPV, e podem culminar na transcri¢ao de genes alvos



responsaveis pela regulacao do ciclo celular, crescimento e apoptose (UREN et al.
2005; LICHTIG et al. 2009; KATOH e KATOH 2009a ¢ b).

As vias do Notch, Wnt e NFkB também estdo implicadas na carcinogénese de
outros tipos de neoplasias, como cancer de boca, colorretal, ovario e pele. Poucos
estudos realizaram avaliacao concomitante de tais vias moleculares no cancer de colo
uterino, sendo ainda mais raros os experimentos que demonstraram a sua correlagao
(RAMPIAS et al. 2010; HUANG et al. 2008; BADIGLIAN FILHO et al. 2009;

KATOH e KATOH 2007).

1.2 VIADO GENE NOTCH

A via do gene Notch ¢ responsavel pela diferenciagdo e desenvolvimento
celulares durante as vidas embrionaria e pos natal, e parece desempenhar um papel
critico no equilibrio entre proliferacdo, diferenciagdo e apoptose celular. Tais
atividades podem ser observadas durante o processo de renovacao celular. Esta via
também esta envolvida na oncogénese, sendo que seu papel de promotor ou de
inibidor tumoral ainda nao foi estabelecido na literatura (RADTKE e RAJ 2003).

O Notch ¢ um gene que codifica uma familia de quatro tipos de proteinas
transmembrana (Notch 1-4), as quais possuem um dominio extracelular com
receptores EGF — like (epidermal growth factor), cinco ligantes (Delta like 1, 3, 4 e
Jagged 1 e 2) e uma porgao ativa intracelular chamada Notch-IC (ICN). Esta fracao
ativa pode ser liberada do receptor quando este recebe estimulos de pelo menos duas
outras células vizinhas. BRAY (2006) A fragdo ativa Notch IC migra para o nucleo

da célula, liga-se a determinados fatores nucleares e ativa a transcricdo de



determinados genes alvos como o da Ciclina DI (CCNDI) e MYC (RADTKE e RAJ

2003; KOVALL 2008). Figura 4

Fonte: RADTKE ¢ RAJ (2003)

Figura 4 - Representacdo esquematica da via Notch.

Mutagdes no gene Notch foram incialmente identificadas em pacientes
portadores de leucemia, onde a clivagem do Nofchl e a consequente ativacdao de sua
via de sinaliza¢do levavam a transformacdo maligna em linfocitos T (WENG et al.
2004).

Em neoplasias sélidas, poucos sdo os estudos que abordam a mutacao do gene
Notch, bem como as alteracdes da sua via. Tais alteracdes parecem ser eventos
iniciais na formac¢do de tumores do sistema nervoso central (HULLEMAN et al.
2009), prostata (SHOU et al. 2001; WHELAN et al. 2009), mama (NAM et al. 2008;
HARRISON et al. 2010; CHEN et al. 2010), célon (RODILLA et al. 2009; FRE et

al. 2009), pancreas (DE LA et al 2008; MULLENDORE et al. 2009) e no colo



uterino (THORLAND et al. 2003; VEERARAGHAVALU et al. 2004; RAMDASS
et al. 2007; SONG et al. 2008).

Os resultados sobre o exato papel dessa via sdo antagonicos, sendo
demonstrado que o Notch pode exercer tanto a funcdo de um oncogene quanto a
fung@o de supressor tumoral, dependendo do contexto no qual esta inserido. Além
do Notch 1, estudos in vitro demonstram que as proteinas Notch 2, 3 ¢ 4 podem
exibir expressdo aumentada, nuclear ou citoplasmatica, em lesdes avancadas, o que
pode denotar também um papel de promotor tumoral da via (YEASMIN et al. 2010).

Os principais fatores contextuais implicados sdo o microambiente celular, a
interagdo com outras diferentes vias de sinalizagdo, o estagio da tumorigénese ¢
obviamente os diferentes tipos de neoplasias (RANGANATHAN et al. 2011). Como
exemplo, no cancer de pancreas, a ativacdo da via Notch desempenha papel
supressor tumoral nos eventos iniciais da tumorigénese. Em contrapartida, durante
estagios mais avangados de transformacdo desta neoplasia, a ativacdo da via do
Notch desempenha fun¢do oncogénica (PLENTZ et al. 2009; HANLON et al. 2010).

A via Notch promove controle e equilibrio entre proliferacdo, apoptose e
diferenciag¢do celulares. Em relagdo a proliferagdo celular, diversas interagdes com
outras vias de sinaliza¢do sdo descritas, como a via RAS, em células epiteliais de
mama (MITTAL et al. 2009) e a via do PI3K — AKT, com ativacdo das vias dos
genes K-RAS, CCDNI1 e MMP9 nos gliomas (XU et al. 2010). Outro exemplo ¢ o
cancer de prostata, onde a interacdo da via Notch com Receptores de Tirosina —
Kinase, (como o EGFR) e com o gene supressor tumoral PTEN foi descrita por
SHOU et al. (2001) e WHELAN et al. (2009), apresentando, em ultima instancia,

efeito supressor tumoral.
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A apoptose, importante mecanismo de controle da populagao celular, pode ser
inibida pela a¢do do Notch através da regulagdo negativa dos genes p53 ¢ PTEN. A
inibi¢do desses genes pode ocorrer tanto pela ativagdo quanto pela supressdao da via
Notch, fato também dependente do contexto celular (NAIR et al. 2003;
MUNGAMURI et al. 2006; LEFORT et al. 2007; WANG et al. 2009).

Durante a infec¢do pelo HPV, a proteina viral E6 se liga a outra proteina
ubiquitinada, a E6AP, formando um complexo com a proteina do gene p53, causando
sua inativacdo. Esta inativagdo leva a supressao do gene Notchl, comprometendo sua
fung@o de supressor tumoral (Figura 5). A fragdo ativa citoplasmatica da via Notch,
a ICN, deixa de migrar para o nucleo, ocorrendo desequilibrio na expressdo de
proteinas reguladoras do ciclo celular. Tal fato acarretard em defeitos na

diferenciacdo celular e crescimento celular anormal (NARISAWA-SAITO e

KIYONO 2007).
Contexto fisioldgico | Céncer Cervical
Stress genotdxico HPV mutagio

o ’
)

[
‘Norchy
| Sl

Inativagdo do p53

1 Supressio de Notchl

p53

1 Indugdo Notchl

Diferenciagio e Defeito de diferenciagio e
supressdo de crescimento Crescimento ancrmal

Fonte: Adaptado de NARISAWA-SAITO e KIYONO (2007)

Figura 5 - Representagdo esquematica da intera¢dao entre a proteina viral E6 do

HPV, a proteina p 53 e a via Notch.
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Embora pouco frequentes, alguns estudos descreveram a expressao do Notch
e seus marcadores “in vivo” no cancer de colo uterino. Nos tecidos cervicais
normais, bem como nas lesdes precursoras (lesdes intra epiteliais - LIE) ¢ em
tumores iniciais, a expressio do MNofch mostrou-se gradativamente menor
(especialmente a fragdo Notchl), sendo praticamente ausente nos tumores avangados.
A expressdo de Notchl parece se correlacionar de forma inversamente proporcional a
quantidade de expressao da proteinas E6 e E7 nas células infectadas pelo HPV. O
aumento da expressdo do Notch 1 se correlacionou com aumento da expressdo de
p53 e diminuigcdo da hiperfosforilagio do pRb, em keratindcitos primarios. Dessa
forma, o papel supressor tumoral da via Notch foi sugerido no cancer de colo uterino

(TALORA et al. 2002; SUN et al. 2007; WANG et al. 2007).

1.3 A VIA DO NF-KB (Nuclear Factor kappa-B)

A via do Fator Nuclear Kappa — B, também designado NF-kB, consiste em
uma familia de fatores de transcricdo que regulam genes responsdveis pelo
desenvolvimento e progressao do cancer, proliferacao celular, migra¢do e apoptose.
Compreendem cinco genes: NFkBI (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p635), c-
Rel e RelB. As proteinas desta via tém sua concentracdo predominantemente
citoplasmadtica, onde permanecem ligados ao fator kB, o qual regula a transcrigdo
(RAMDASS 2007; BAIOCCHI 2012).

Esta via pode ser ativada pela acdo de proteinas citoplasmaticas, como a PI3K
ou por infec¢des virais como a do HPV, sendo mediada por citocinas, fatores de

crescimento e tirosina-quinases. A ativacdo da via do NF-kB leva a degradacdo do



12

fator 1IkB pelo fator IKK, liberando as proteinas no citoplasma. Ocorre entdo a
migracdo de tais proteinas para o nucleo celular onde agirdo como fatores de
transcricdo de genes que codificam fatores anti-apoptdticos. A concentragdo
aumentada desses fatores no ntcleo e no citoplasma de células infectadas pela
proteinas E6 ¢ E7 do HPV ja foi demonstrada na literatura (HAVARD et al. 2005;
JAMES et al. 2006). Figura 6

A ativagdo desta via induz a produgdo de ciclinas, c-myc, COX2 ¢ VEGF.
Além de promover o desequilibrio nos mecanismos de crescimento e proliferagao
celular, a via do NF-kB também estd relacionada com a quimio e radiorressiténcia
(RADTKE e RAJ 2003; YAO et al. 2007).

A progressao de lesdes intraepiteliais para a neoplasia invasora do colo
uterino esta relacionada a ativa¢do da via do NF-kB. Em relacdo aos tumores
invasivos, a ativagdo desta via também estd relacionada ao processo da perda de

diferenciagdo celular, progressao tumoral e piora no prognostico da doenga (LI et al.

2009).
Via Candnica Via Alternativa
CagPd
1 it
| (U5 5] |

o _ma (e '” .
-l -
e

Fonte: Adaptado de DOLCET et al. (2005)
Figura 6 — Representagdo esquematica da via NF-kB.
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1.4 AVIAWNT

A via WNT também esta relacionada ao desenvolvimento e diferenciacao
celular tanto na embriogénese quanto na oncogénese (quando ativada de forma
aberrante). Seu papel na tumorigénese do cancer colorretal, tumores hepatocelulares,
melanoma, carcinoma de cavidade oral, neoplasia maligna epitelial de ovario,
condrossarcomas de extremidades e outros tumores ja foram descritos em diversos
estudos (POLAKIS 2000; DUAN et al. 2006; BADIGLIAN FILHO et al. 2009;
GUIMARAES et al. 2010).

O WNT compreende uma familia de genes/proteinas envolvidas na
embriogénese, diferenciacdo celular e oncogénese, o quais agem na célula através de
quarto vias celulares, sendo a via canOnica a mais discutida no processo de
tumorigénese. Um complexo protéico intracelular formado pelo APC (adenomatous
poliposys coli), GSK3 (glycogen sinthase kinase) e o Axin, asseguram a degradagao
intracitoplasmatica da beta-catenina, regulando sua concentragdo. A ativacdo da via
WNT através dos receptores Frizled (FZD) e LRP 5/6, inativam a proteina
GSK3beta, degradando o complexo protéico. A liberagio da Axin diminui a
fosforilacdo da beta-catenina, a qual aumenta sua concentracdo citoplasmatica e
migra para o nucleo da célula, onde se liga com o complexo LEF/TCF, induzindo a
transcricao dos genes alvos c-myc, cilcina D, VEGF e outros (BADIGLIAN FILHO

et al. 2009). Figura 7
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Figura 7 — Representagdo esquematica da via WNT.

Fonte: Adaptado de RADTKE e RAJ (2003)

Outras formas de ativagdo da via WNT sdo menos estudas, mas podem ser
encontradas nas diferentes neoplasias. Como exemplo, a ativa¢do constitutiva da
beta-catenina pode ocorrer devido a mutagdes nos genes APC ou no AXIN
(KORINEK et al. 1997; BIENZ e CLEVERS 2000).

Alteragdes na expressdo dos ligantes do WNT também sdo implicadas na
ativacdo da via. Tanto o silenciamento de genes que expressam ligantes inibitorios
(CALDWELL et al. 2004; SUZUKI et al. 2004) quanto a superexpressdao de outros
ligantes estimuladores ja foram implicados em tal processo (KIRIKOSHI et al. 2001;
TERASAKI et al. 2002; OKINO et al. 2003; KATOH e KATOH 2007).

A mutagio do proprio receptor LRP 5 também foi descrita por BIORKLUND

et al. (2007) como fator de ativacdo da via WNT.
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O aumento da concentracdo de beta-catenina em células de orofaringe
infectadas pelo HPV 16 foi evidenciado no estudo de RAMPIAS et al. (2010), sendo
encontrada forte concentragdo nuclear. De maneira semelhante, UREN et al. (2005)
descreveu aumento nas concentragdes de beta-catenina em estudo in vitro com
células imortalizados pelo HPV. Estes achados sugerem ativacdo da via Wnt em
células infectadas, sendo esta via um segundo passo (“second hit’) na progressao do
cancer de colo uterino.

A ativacdo da via WNT / beta-catenina foi descrita no cancer de colo uterino
como etapa adicional a infec¢do pelo HPV apos andlise da expressdo intracelular de
seus cofatores e ligantes, bem como a expressdo de alteragdes genéticas associadas.

(PLASENCIA et al. 2008).

1.5 INTERACAO ENTRE NOTCH, WNT e NFkB

O ambiente intracelular ¢ composto por redes de sinalizagdes
multidimensionais com multiplas conexdes, interagindo através de “alcas” de
retroalimentagdo positiva ou negativa (“feedback”). Os componentes de cada
rede de sinaliza¢do operam em diferentes escalas, temporal e espacialmente, com
continuas mudancas em resposta a interacdes célula-célula e célula-estroma. Esta
complexa rede de sinalizacdo coletivamente afeta a fungdo e o comportamento
celular (ZHANG et al. 2002).

KATOH e KATOH (2007) descreveram a existéncia da conexao entre as

vias de sinalizagdo do Wnt e Notch durante a carcinogénese do cancer gastrico e



sua interacao, que pode amplificar os sinais oncogénicos levando a progressao da
doenga.

Segundo KATOH e KATOH (2009a e b), o NFkB pode estimular
indiretamente a ativagdo via WNT, levando a superexpressido dos genes WNT5A4
e WNT2B, sendo o primeiro relacionado a invasdo e metastases e o segundo
relacionado a diferenciagdo celular e carcinogénese. Em contrapartida, a via
WNT pode ser inibida pela estimulagdo da via Notch. A expressdo de tais
proteinas foi descrita inicialmente para tumores de es6fago, estdmago, pancreas,
pele e outros.

NAKAMURA et al. (2007) descreveu a relagdo entre a via do Notch e
WNT, demonstrando uma desregulagdo do equilibrio entre a proliferagdo e a
diferenciagdo das células progenitoras mantendo-as num estado indiferenciado
durante o processo de tumorigénese.

A interacdo do Notch e da via WNT também foi descrita em experimento
com camundongos portadores de mutacao do gene APC, onde o bloqueio da via
Notch resultou em células mais diferenciadas (VAN ES et al. 2005). Outro
estudo mostrou a interacao da beta-catenina com o ICN, levando ao aumento da
transcri¢do de genes alvos (JIN et al. 2009).

Outro estudo experimental em camundongos também demonstrou a
relagdo entre as duas vias, onde a delegdo do Notch resultou em ativagdo da beta-
catetnina e formagao de tumores de pele (NICOLAS et al. 2003).

A associagdo entre a via Notch e NFkB foi descrita no cancer do colo
uterino em uma série de estudos (RAMDASS et al. 2007; SONG et al. 2008;

OSIPO et al. 2008). A ativagdo do Notch age como regulador inicial das proteinas

16
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IKK e IkB, induzindo embargo do ciclo celular e apoptose (YAO et al. 2007,
RAMDASS et al. 2007).

Postula-se que a alteracdo da via Notch seja o evento inicial da cascata da
carcinogénese do cancer de colo uterino, envolvendo consequentemente as vias Wnt
e NFkB (RAMDASS et al. 2007; MALIEKAL et al. 2008; SONG et al. 2008;
KATOH e KATOH 2009a ¢ b).

Apesar das evidéncias apontadas pela literatura, a interagdo entre as vias
de sinalizagdo permanece nio esclarecida. Estas complexas relagdes das vias
sinalizadoras estdo implicadas na embriogénese, homeostase ¢ em especial na
carcinogénese, quando seu equilibrio é desregulado (RANGANATHAN et al.
2011).

Além dos efeitos descritos acima a ativagdao das vias de sinalizacdo do
Notch, Wnt e NFkB sdo criticos para o processo de invasdo ¢ metastase pois,
orquestram processos fundamentais durante a carcinogénese, como a
angiogénese, (HELLSTROM et al. 2007; SUCHTING et al. 2007) a presenca de
células tronco tumorais (VARNUM-FINEY et al. 2000; PISTTOLATO 2010) e
a transicao epitélio mesenquimal — EMT (CHEN et al. 2010). Neste processo as
células epiteliais adquirem propriedades mesenquimais como a reducdo da
adesdo celular e o aumento da motilidade celular, permitindo a célula tumoral
migrar do sitio primario do tumor para invadir tecidos adjacentes (THIERY e
SLEEMAN 2006; MIMEAULT e BATRA 2007; DE WEVER et al. 2008;
ZHAU et al. 2008; KATOH ¢ KATOH 2009a ¢ b; TIMMERMAN et al. 2009).

Portanto, a nossa hipotese ¢ de que durante a carcinogénese do colo do

utero iniciada pelo HPV, as oncoproteinas E6 ¢ E7 interajam com as vias de
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sinaliza¢ao do Notch, NFkB e Wnt, formando uma complexa via oncogénica que
¢ critica no processo de invasdo e posteriormente metastase.

A maior parte dos estudos que relacionam as alteragdes dessas vias ao cancer
de colo uterino referem-se a atividades in vitro. Poucos sdo os estudos realizados em
produtos de pegas operatorias, tanto em tumores invasores quanto em suas lesdes
precursoras (BRANCA et al. 2006; NARISAWA-SAITO e KIYONO 2007;
RAMDASS et al. 2007).

Estes trabalhos demonstram que o modelo de carcinogénese in vitro induzida
pelo HPV de alto risco, envolve as vias de sinalizagdo do Notch, Wnt e NFkB,

motivo deste estudo.
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OBJETIVOS

Avaliar, através da imunoistoquimica a expressao de proteinas das vias
Notch, NFkB e Wnt nas neoplasias intraepiteliais de baixo e alto graus, e
carcinomas epidermodides invasores do colo do utero estadio clinico I —
FIGO.

Correlacionar os niveis de expressao destas proteinas e sua associacao com as
diferentes lesdes intraepiteliais € o carcinoma invasor do colo uterino.
Correlacionar a  expressao destas proteinas com as varidveis
anatomopatoldgicos no carcinoma invasor (como grau histoldgico, invasao
linfovascular, = embolizacdo  linfatica, = embolizacdo  vascular e

comprometimento linfonodal).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DE AMOSTRAS E REVISAO

ANATOMOPATOLOGICA

Para o estudo da imunorrea¢do de proteinas das vias Notch, NFkB e Wnt
durante a transicdo de lesdes intraepiteliais para o carcinoma invasor, foram
selecionadas amostras de tecido fixado em formalina e embebido em parafina, de um
grupo de 100 casos disponiveis de pacientes, sendo 20 casos de LesoOes intraepiteliais
de baixo grau (LIEBG - NIC I), 40 casos de Lesdes intraepiteliais de alto grau
(LIEAG — NIC II e NIC III) e 40 casos de carcinoma espinocelular de colo uterino.
Todas as pacientes foram previamente submetidas a biopsias do colo uterino para
indicacao de seu tratamento cirtrgico.

Os casos foram coletados retrospectivamente por meio de consulta ao arquivo
do Departamento de Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo Cancer Center.

Estas amostras sdo referentes a pacientes submetidas a histerectomia ou
conizacao no periodo de 1991 a 2009 no Departamento de Ginecologia desta
instituigao.

Os blocos de parafina resgatados dos arquivos foram submetidos a novos
cortes e corados com hematoxilina e eosina (HE). Todas as laminas foram revisadas
por Unico patologista do Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo

Cancer Center (FAS), para confirmar o diagndstico.
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Foram analisados os prontuarios clinicos das 100 pacientes, sendo que 16
pacientes ndo preencheram os critérios de inclusdo, devido a inadequagao do material
fixado para realizagdo de imunoistoquimica. Um total de 84 pacientes foram
incluidas no estudo conforme demonstrado esquematicamente na Figura 8.

No exame histoloégico, as lesdes intraepiteliais foram graduadas e
categorizadas de acordo com os critérios da Bethesda (2001) em Lesdo intraepitelial
de baixo grau (LIEBG) e Lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG). O diagnoéstico
histologico de carcinoma espidermdide foi confirmado em todos os casos de
carcinoma invasor, sendo incluidos somente casos com estadiamento clinico I, de

acordo com os critérios da FIGO 2009. (Anexo 4)

Total Prontudrios N =100

|

Total Incluidos (16
pacientes excluidas)

Resultado ap6s bidpsia do 45 LIE 39 CEC
colo uterino

o _ 2HTA
Cirugias Realizadas

I I_I_I

2 LIEBG 13 LIEBG 30 LIEAG

LIE - lesdo intraepitelial do colo uterino

LIEBG - lesdo intraepitelial de baixo grau do colo
uterino

LIEAG - lesdo intraepitelial de alto grau do colo uterino
CEC - carcinoma espinocelular

43

39 HTA

Conizagoes Radical

Resultado
Anatomopatoldgico Final

.—.’.-

Figura 8 - Delineamento do estudo
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CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes submetidas a histerectomia ou conizagdo no periodo de 1991 a
2009 no Departamento de Ginecologia do A.C.Camargo Cancer Center
Pacientes com diagndstico histologico de Lesdes intraepiteliais de baixo ou
alto grau do colo uterino em espécimes cirargicos de conizacdo ou
histerectomia simples.

Pacientes com diagnéstico histolégico de neoplasia invasiva de células
escamosas em pegas de histerectomia, diagnosticadas clinicamente como

estadio I pelos critérios da FIGO 2009.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Auséncia de material suficiente para o estudo imunoistoquimico;

Outras  varidveis  histolégicas como  adenocarcinomas, tumores
neuroenddcrinos e tipos histologicos nao-epiteliais como as neoplasias
mesenquimais;

Histoérico de tratamento prévio com Radioterapia pélvica,

Histérico de quimioterapia prévia ao tratamento do cancer do colo do utero.
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34 TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Nao foi necessario o emprego de termo de consentimento informado, pois o
estudo foi realizado retrospectivamente a partir de casos selecionados obtidos através

dos arquivos da anatomia patoldogica.

3.5 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagdo

Antonio Prudente no dia 29 de outubro de 2010.
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4 METODOLOGIA

41 IMUNOISTOQUIMICA

Foi realizado estudo imunoistoquimico para marcadores das vias Notch
(Notchl), NFkB (NFkB p105-50) e WNT (WNT5a e beta-catenina). Foram avaliadas
as expressdes citoplasmaticas e nucleares dos marcadores utilizando-se cortes
convencionais.

Todas as reagdes foram submetidas a controles positivos através da utilizagao
de tecidos sabidamente reagentes para o antigeno pesquisado. Os controles negativos
foram incluidos através da retirada do anticorpo primario e substituicdo por
imunoglobulina ndo-imune para o antigeno em questao.

As reagdes foram realizadas seguindo o seguinte protocolo:

Desparafinizacdo do cortes de 3 um de espessura, do material incluido em
parafina e deixado por 24 horas em estufa a 60 °C (xilol a 60C durante 20 minutos,
xilol a temperatura ambiente durante 20 minutos, etanol 100% durante 30 segundos,
etanol 85% durante 30 segundos, etanol 70% durante 30 segundos). A seguir as
laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada. Apds ferver a solugdo
tampao citrato 10mM pH 6.0 em panela de pressao (Solar, Rapid Express,
Tramontina) as laminas foram mergulhadas na solucdo em ebuli¢ao e a panela foi
lacrada com a valvula seletora de pressao no numero 2. Apos pressurizagao total por
3 minutos, a valvula seletora foi girada para liberagdo de vapor e a panela foi

mantida fechada sob agua corrente até a despressurizagdo total. Entdo, apos
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destampar a panela as laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada. A
seguir, procedeu-se o bloqueio de peroxidase endogena com H,O, 3% (4dgua oxigena
10 vol.) com 4 trocas de 5 minutos cada. As laminas foram entdo lavadas em agua
corrente e agua destilada e novamente lavads em solug¢do salina tamponada com
fosfatos (PBS — phosphate buffered saline) 10 mM pH 7,4 por 5 minutos. As laminas
forma incubadas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-estabelecido,
conforme quadro abaixo, em tampao PBS, contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A9647, EUA) e azida sédica (NaNj3) 0,1% por 30 minutos a 37 °C e por 18

horas, a 4 °C em camara umida.

Quadro 2 - Relagdo dos anticorpos utilizados nas reagdes imunoistoquimicas das
vias Notch, NF-kB ¢ WNT.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
) BD Tranduction, cat #610154
Beta catenina 14 1:3.000
San José, CA, EUA
Abcam, cat# 86720
Wntba 3B10 1:50.000

Cambrigde, MA, EUA

Epitomics, cat # 1559-1,
Burlingame, Ca, EUA

NFKB p105-50 monoclonal feito em coelho 1:1.000

Thermo Scientific cat# MS-
1339, Fremont, CA, EUA

Notch 1 A6 1:50

Em seguida as laminas foram lavados em tampdo PBS com 3 trocas de 3
minutos cada e incubadas por 30 minutos a 37°C com Post Block (NovoLink Max
Polymer RE 7260-k, Reino Unido). Lavagem com tampao PBS com trés trocas de 3
minutos cada e incubagdoo com NovoLink Polymer por 30 minutos a 37 °C. Apos as
laminas serem lavadas em tampdo PBS com 3 trocas de 3 minutos cada, forma

incubadas em solugdo substrato: 100 mg de 3,3 Diaminobenzidine
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Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D5637 EUA); 1 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO)
1 ml de H,O, 6% (4gua oxigenada de 20 vol); 100 ml de PBS por 5 minutos a 37 °C
ao abrigo da luz. As laminas forma observadas ao microscopio 6ptico, identificando-
se o desenvolvimento de precipitado castanho dourado como produto final da reagdo.
As laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada por 3 minutos e contra
coradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto. Novamente foram lavadas em
agua corrente e destilada, e imersas 2 vezes em dgual amoniacal (solu¢do de
hidroxido de amonio 0,5%) lavando em seguida em agua corrente e destilada. A
seguir as laminas foram desidratadas em: etanol 80%, 30 segundos, etanol 95%, 30
segundos; etanol 100% 2 vezes 30 segundos cada; xilol 4 vezes, 30 segundos cada.
Procedemos a montagem das laminas em Etellan neu (Merck 1.07961, Alemanha)

O controle negativo foi processado similarmente pela omissao do anticorpo
primario e espécimes de placenta foram usadas como controle positivo para Notchl,

NF-kB p105-50, WNT5a e beta catenina.

4.2 LEITURA DAS LAMINAS

A leitura das ldminas foi realizada por um patologista com experiéncia em
oncologia ginecoldgica (FAS), utilizando-se a microscopia Optica convencional. Os
casos de lesdes precursoras foram classificados em lesdes intraepiteliais de baixo
grau (LIEBG) e alto grau (LIEAG). Quanto aos casos de carcinomas invasores, foi
confirmada presenga exclusiva da histologia carcinoma epidermoide, sendo excluidas
demais histologias malignas.

A avaliagdo quantitativa foi realizada analizando-se a intensidade das
expressoes imunoistoquimicas do Notchl, NF-kB p50, Beta catenina e Wnt5a. Para

as reacdes do Notch 1, NF-kB p50 e Wnt5a foram analisadas as expressoes
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citoplasmaticas. Para a reacdao da Beta-catenina foi analisada a sua expressao em
membrana celular. A intensidade de expressao foi classificada em 4 categorias, sendo
a auséncia de expressao denominada de 0 (zero); expressdo “fraca” de +1; expressdo
“moderada” de +2; expressao “forte” de +3. Para fins de analise estatistica, realizou-
se agrupamento em 2 categorias, sendo as expressdes “0”e “+1” consideradas
expressoes negativas e “+2” e “+3” positivas para cada marcador.

A andlise dos dados anatomopatoldgicos do carcinomas epidermoides (39
casos) foi realizada, correlacionando-se a expressdo imunoistoquimica dos
marcadores Notchl, NF-kB p50, Beta catenina ¢ WNT 5a com grau histologico,
invasao linfovascular, embolizacao linfatica, embolizacdo vascular, infiltra¢ao

perineural e metéstase linfonodal.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todas as varidveis do estudo foram tratadas como dados categoricos,
sendo que a variavel de interesse sera a expressdo igual a positivo/negativo.

Estatisticas descritivas foram aplicadas para caracterizar a casuistica onde
as medidas de tendéncia central e de variabilidade foram utilizadas para descrever
os dados numéricos e a distribuicao de frequéncias para os dados categoricos.

Para verificar a associagdo entre a expressdo positiva/negativa dos
marcadores com relagdo as variaveis incluidas no estudo, cujos dados foram
tratados como categorias, foi aplicado o teste de frequéncia do qui-quadrado e o
teste exato de Fisher, onde pelo menos uma frequéncia esperada for menor do que
5. O nivel de significancia de 5% foi considerado para todos os testes. Os devidos

intervalos de confianga de 95% foram obtidos.



5 RESULTADOS

5.1 POPULACAO DO ESTUDO

As caracteristicas demograficas e de habitos de vida das 84 pacientes
estudadas estdo descritas na Tabela 1. As idades variaram entre 20 ¢ 73 anos
(média=43,5 anos; mediana=43 anos; dp=13,3). A raga branca foi mais frequente,
perfazendo 75% (63 casos), seguidas pelas pacientes das racas amarela em 10,7%
(9 casos), negra em 9,5% (8 casos) e parda em 4,8% (9 casos) do total das
pacientes. O consumo do tabaco esteve presente em 36,9% das pacientes (31
casos) € o uso de anticoncepcional oral, atual ou pregresso foi encontrado em
13,1% das mulheres (11 casos).

Quarenta e cinco pacientes (53,6% dos casos) eram portadoras de
neoplasia intraepitelial cervical. As idades das pacientes deste grupo variaram de
20 a 64 anos (média=36,9 anos, mediana=36 anos). Vinte e seis pacientes (57,7%)
foram submetidas a coniza¢do com alta frequéncia do colo uterino (CAF) 17
pacientes (37,7%) a conizacdo a frio e 2 pacientes (4,6%) a histerectomia total
abdominal simples.

As lesdes intraepiteliais de baixo grau (LIEBG) perfizeram um total de
17,9% (15 casos). As lesoes intraepiteliais de alto grau (LIEAG) corresponderam
a 35,7% dos casos (30 casos) enquanto as paciente portadoras de carcinoma

invasivo do colo uterino foram 46,4% das pacientes (39 casos). As idades das

28



pacientes desse grupo variaram de 20 a 64 anos (média=36,9 anos; mediana=36
anos) (Tabela 2).

Todas as pacientes portadoras de carcinomas invasores foram submetidas a
histerectomia radical com linfadenectomia pélvica (cirurgia de Wertheim-Meigs)
e perfizeram um total de 39 casos (46,4% das pacientes do estudo). Suas idades

variaram de 28 a 73 anos (média=51,1 anos; mediana=51 anos) (Tabela 2).

Tabela 1 - Distribuicdo da casuistica de acordo com variaveis demograficas ¢
habitos de vida

Variavel Categoria / Medidas TOTAL
(Freq %)
Idade (anos) N 84
Intervalo 20-73
Mediana 43
Média 43,5
Raca Branca 64 (75)
Negra 8(9,5)
Parda 4(4,8)
Amarela 9 (10,7)
Tabagismo Nao 44 (52,4)
Sim 25(29,8)
Ex-tabagista 6(7,1)
Ignorado 9(10,7)
Uso de Anticoncepcional Nao 59 (70,2)
Sim 11 (13,1)

Ignorado 14 (16,7)
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Tabela 2 - Distribui¢do da casuistica de acordo com variaveis clinicas,
anatomopatoldgicas e o tipo de tratamento

Variavel Categoria / Medidas TOTAL
(Freq %)
Cirurgia N 84
Conizagdo Alta Freq (CAF) 26 (31)
Conizacgdo a Frio 17 (20,2)
Histerectomia Simples 2 (2,3)
Histerectomia Radical 39 (46,4)
Tipo Histologico LIEBG 15(17,9)
LIEAG 30 (35,7)
CEC 39 (49.,4)
Idade (anos) Lesdes Intraepiteliais (mediana) 36
Variagdo 20 - 64
CEC (mediana) 51
Variagéo 28-73

(LIEBG — lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG — lesdo intraepitelial de alto grau: CEC —
carcinoma espinocelular; CAF — conizagdo com alta frequéncia)

52 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DAS PROTEINAS

NOTCH, NF-kB, BETA CATENINA E WNT

A distribui¢do dos casos de acordo com sua expressio, bem como a
frequéncia de suas ocorréncias estao representados na Tabela 3.

A distribuicao de acordo com a intensidade da reacdo imunoistoquimica nos
diferentes graus das lesdes intraepiteliais e do carcinoma epidermoide de colo uterino
foi representada graficamente na Figura 10. A Figura 11 mostra a representacdo

fotografica das reagdes imunohistoquimicas nas diferentes lesdes do colo uterino.



31

Tabela 3 — Resultado das expressdes imunoistoquimicas dos marcadores Notchl,
NF-kB p105, Wnt5a e Beta catenina de acordo com as lesdes cervicais. (nimeros
absolutos e porcentagens)

Varidvel CATEGORIA LIEBG LIEAG CEC TOTAL (%) p valor

N 15(17.9) 30(35,7) 39(46,4) &4 (100}

Ausente 8(53,3) (30,00 6(15,4) 23 (27.4)

NF-kB 0.005
(citoplasma) 005
Presente T (46,T) 21(70,0} J3(84,6) 61(72,6)

Ausente 0 (0,0 4(13,3) 25(64,1) 29 (34,5)

MNotch 0.0001
(citoplasma) '
Pres 15¢100 14(35,9 55 (65,5
Tesente (100} 26(86.7) [ )] { )
Ausente 00,0} 1(3,3) ER N 4 (4,8)
WntSa
(citoplasma) 0,207

Presente 1501007 20096, T) 36(92,3) B (95,2)

Perda expressio 0 (0,00 2(6,7) 9(23.1) 11 (13,1}
Beta-catenina 0.012
(membrana) !

Expressfio normal 1501007 28(93,3) 30(76,9) 73 (86,9)

(LIEBG - lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG — lesdo intraepitelial de alto grau: CEC —
carcinoma epidermoide)



32

NOTCH NF-kB
30 35 24.5%
86.7% 64,1%

5] ol
§ g 25
% 0 E S

100% 0

15 A59% g
% -
Z 10 = 30%

0 33.3% g5
13,3% ¥ 15,4%
5 5
: .
o\ E - o
LIEBG LIEAG CEC LIEBG LIEAG CEC
W Negative ™ Positive ®pnegativo ™ Positiva
WNT 5a BETA CATENINA
Al 92,3%
35
986, M

a 30 P
= 25 i
&
=] e 100% -E
g a
5 5
= 10 2

g . 13% 7%

o

LIEBG LIEAG CEC LIEBG LIEAG
CEC
W Negative ™ Positive ®perda ®MNormal
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Figura 9 — Representagao grafica das expressoes imunoistoquimicas dos marcadores
Notchl, NF-kB p105, Wnt5a e Beta catenina nas diferentes lesdes cervicais (em
nimeros absolutos).
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Notch 1

Expressdo Normal NIC Il / Ca in situ CEC

NF-kB p105/50

Expressdo Normal CEC - blocos invasdo

Beta-catenina

Expressdo Normal NIC Il / Ca in situ CEC —fronte invasdo
Figura 10 — Representagdo fotografica das expressdes imunoistoquimicas dos
marcadores Notchl, NF-kB pl105, Wnt5a e Beta catenina nas diferentes lesdes
cervicais.
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O comportamento da expressao do Notchl se deu de maneira inversamente
proporcional a progressao das lesdes. A positividade do marcador foi encontrada em
100% das LIEBG, 86,7% das LIEAG ¢ 35,9% dos CEC (p = 0,0001).

Em contrapartida, a expressao citoplasmatica do NF-kB mostrou correlagao
positiva com o grau de severidade das lesdes anatomopatologicas sendo que a sua
positividade foi encontrada em 46,7%, 70% e 84,6% das LIEBG, LIEAG ¢ CEC
respectivamente (p= 0,005).

A correlagdo entre as expressdes imunoistoquimicas dos marcadores Notch 1

e NF-kB p50 foi representada graficamente na Figura 11.

120
100
80

60

Porcentagem de casos

40

20

LIEBG LIEAG
B Notch M NF-kB

(LIEBG — lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG — lesdo intraepitelial de alto grau: CEC —

carcinoma espinocelular)

Figura 11 — Representagado grafica da relag@o entre as expressdes imunoistoquimicas
positivas dos marcadores Notchl e NF-kB pl05, nas diferentes lesdes cervicais

(porcentagem de casos com expressao positiva).
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As reagdes imunoistoquimicas do WntSa nao demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre as diferentes lesdes anatomopatologicas, sendo
positividade de expressao citoplasmatica encontrada em 100%, 96,7% e 92,3% nas
LIEBG, LIEAG e CEC respectivamente (p=0,207). Nenhum caso demonstrou
diferenga na expressao nuclear do Wnt5a.

Quanto as reacdes imunoistoquimicas da Beta catenina, houve diferenca
estatisticamente significativa entre a perda de sua expressdo em membrana celular
com a progressao das lesdes. Todas as LIEBG apresentaram expressdes normais de
Beta catenina na membrana celular. Por sua vez, as LIEAG apresentaram perda de
expressdo em 6,7% dos casos e os CEC em 23,1%. (p=0,012). Associado a esse
evento, identificou-se aumento da expressdo de beta catenina no citoplasma.

Somente a expressdo do Wnt5a apresentou associagdo estatisticamente
significativa com a embolizagdo linfatica. A associacdo foi inversamente
proporcional, sendo caracterizada perda de expressdo imunoistoquimica nos casos
onde a embolizagdo linfatica foi detectada: expressao positiva em 89,9% dos casos
sem embolizagdo linfatica versus 50% nos casos com embolizagdo linfatica. (p =

0,014)
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Tabela 4 — Resultado das expressdes imunoistoquimicas dos marcadores Notchl,
NF-kB p105, Wnt5a e Beta catenina nos 39 casos de carcinoma espinocelular e seus
dados anatomopatologicos (nimeros absolutos e porcentagens).

Notch NF-kB WNT Beta Catenina

Variavel Categoria N =39 Negativo  Positivo  Negativo Positivo  Negativo  Positivo Perda Normal
Baixo Grau 3(7,6) 2(66,7) 0(0,0) 0(0,0) 3(100) 1(33,3) 2(66,7)  0(0,0) 3(100)

Grau

Histol4gico Alto Grau 36(92,4) 23(63,9) 6(16,7) 6(16,7) 30(83,3) 8(22,2) 28(77,8)  27(75,0) 9(25,0)
p valor 1,00 1,00 0,556 1,00
Ausente 22(56,4) 14(63,6) 4(18,2) 4(18)2) 18(81,8)  3(13,6) 19(86,4) 18 (81,8) 4(18,2)

Invaséo

Linfovascular ~ Presente 17(43,6) 11(64,7) 2(11,8) 2(11,8) 15(88,2)  6(35,3) 11(64,7) 12(70,6) 5(29,4)
p valor 1,00 0,679 0,142 0,465
Ausente 37(94,9) 23(62,2) 6(16,2) 6(16,2) 31(83,8) 9(24.3) 28(75,7)  28(75,7) 9(24,3)

Embolizacdo

Vascular Presente 2(51) 2 (100) 00,00  0(0,0) 2 (100) 0(0,0) 2 (100) 2 (100) 0(0,0)
p valor 0,528 1,00 1,00 1,00
Ausente 27(69,2) 16(59,3) 4(148) 4(14,8) 23(85,2) 3(11,1) 24(88,9) 22(81,5) 5(18,5)

Embolizacdo

Linfatica Presente 12(30,8)  9(75,0) 2(16,7)  2(16,7) 10(83,3)  6(50,0) 6 (50,00  8(66,7) 4(33,3)
p valor 0,477 1,00 0,014 0,416
Ausente 26(66,6) 16(61,5) 3(11,5) 3(11,5) 23(88,5) 4(154) 22(84,6) 22(84,6) 4(154)

Metéstase

Linfondodal Presente 13(33,4)  9(69,2) 3(23,1) 3(23,1) 10(76,9)  5(38,5) 8 (61,5  8(61,5) 5(38,5)
p valor 0,733 0,380 0,129 0,129
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6 DISCUSSAO

O papel central do virus HPV na carcinogénese do cancer de colo uterino foi
solidamente estabelecido na literatura. Apesar disso, detalhes sobre as vias
intracelulares envolvidas e seus potenciais terapéuticos permanecem desconhecidos.

Experimentos in vitro contribuiram para melhor compreensao dos fatores que
interagem com as oncoproteinas do virus HPV e seu papel na carcinogénese desta
neoplasia, a qual apresenta expressivas taxas de incidéncia e prevaléncia, bem como
de mortalidade nos paises em desenvolvimento. Tais estudos in vitro predominam
nas publicagdes que abordam as vias intracelulares do cancer de colo uterino, sendo
os estudos in vivo em menor quantidade.

Nao restam duvidas sobre os beneficios de campanhas de rastreamento
populacional, que permitem agdes precoces com impacto importante na reducdo da
mortalidade pela doencga. Porem, nos casos onde o cancer de colo uterino ja se
encontra instalado, questdes sobre morbidade dos tratamentos e a alta letalidade
relacionada a doenga emergem como importante questao de saude publica.

O entendimento do papel do virus do HPV na carcinogénese do cancer de
colo uterino e da historia natural da sua infec¢do permitiram o desenvolvimento das
primeiras vacinas profilaticas. Duas vacinas foram desenvolvidas e testadas em
grandes estudos internacionais, as quais produzem efeitos contra a infec¢do do HPV,
compreendendo os virus de alto risco 16 ¢ 18 (bivalente) e os virus 6 11 16 e 18

(quadrivalente).
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Ambas as vacinas demonstraram seu maior beneficio em evitar o
aparecimento das lesdes intraepiteliais pré neopléasicas em populagdes de mulheres
ndo expostas previamente a infeccdes pelo HPV. Além disso, alguns estudos
apontam beneficios na vacinagdo de ambos os sexos em idade precoce, antecedendo
o inicio de vida sexualmente ativa. Apesar de estudos sobre a eficicia e custo-
efetividade da vacina em politicas de saude coletiva, ainda faltam resultados a longo
prazo sobre o real impacto na reducdo da mortalidade do cancer do colo uterino.
Vacinas com maior abrangéncia sobre os demais subtipos virais do HPV ainda estao
em desenvolvimento (CROSBIE et al. 2013).

Estudos clinicos sobre o assunto podem trazer maiores informagdes
relacionadas as manifestagoes clinicas da doenga, bem como o desenvolvimento de
potenciais alvos terapéuticos, possivelmente combinados as atuais modalidades de
tratamento empregadas.

Estudos realizados com os marcadores das vias Notch, NF-kB e Wnt
demonstraram seus envolvimento na carcinogénese de diversas neoplasias malignas,
especialmente no cancer de colo uterino. O presente estudo demonstra resultados
compativeis com a literatura e pode ajudar a compreender passos adicionais para o
desenvolvimento desta neoplasia (UREN et al. 2005; KATOH ¢ KATOH 2007;

NARISAWA-SAITO e KIYONO 2007; RAMPIAS et al. 2010).



39

6.1 EXPRESSAO DA VIA NOTCH DURANTE A PROGRESSAO DO

CANCER DE COLO DE UTERO

A supressdo da via Notch foi identificada no processo de carcinogénese de
diversas neoplasias maligna (por exemplo tumores de pele — NICOLAS et al. 2003),
inclusive no cancer de colo uterino (RANGANATHAN et al. 2011).

A diminuicdo de expressdo imunoistoquimica do Notch nos carcinomas
epidermoides invasores foi demonstrada em estudo de SUN et al. (2007). Em
compara¢do com tecidos normais do colo uterino, onde a expressao do Notch foi
normal, o citoplasma das células tumorais do carcinoma epidermoide demonstrou
expressdo significativamente menor, sugerindo efeito supressor desta via. A
supressao do gene Notchl também foi relacionada a desregulacdo da diferenciacao
de queratindcitos, em estudo com culturas celulares (RANGARAJAN et al. 2001).

TALORA et al. (2002 e 2005) apresentaram em dois estudos distintos
resultados sugestivos do fator inibidor da proliferacdo celular exercido pelo gene
Notch 1, estando a sua expressao e a presenca de cofatores de sua via diminuidos em
culturas de células de neoplasias malignas do colo uterino, infectadas com virus do
HPV.

Em artigo de revisdo, NARISAWA-SAITO e KIYONO (2007) descreveram a
inibi¢do da expressdo do gene Notch 1 regulada pela supressdo do gene p53. Tal
efeito ¢ mediado pela presenga das oncoproteinas E6 e E7 do virus HPV, fato ja
demonstrado de maneira solida na literatura.

Em carcinomas invasivos do colo uterino, a expressdo imunoistoquimica do

Notch foi identificada com intensidades diferentes em lesdes de diferentes graus de
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diferenciagdo celular. As lesdes bem diferenciadas demonstraram expressoes
superiores a dos tumores indiferenciados, sugerindo existir supressdo desta via com a
evolucdo do grau histologico (ZAGOURAS et al. 1995; TALORA et al. 2005).

Apesar do efeito supressor do Notch ter sido evidenciado em diversos
experimentos, outros autores sugerem que a mesma via possua efeito estimulador
sobre diversas neoplasias, inclusive no cancer cervical. Tal fato pode ser justificado
pela via do Notch possuir quatro diferentes genes, cujas expressdes podem causar
efeitos distintos sobre o destino celular (YEASMIN et al. 2010).

O presente estudo demonstra a diminuicdo gradativa da expressdo
imunoistoquimica do Notch 1 em amostras de tecidos neoplasicos do colo uterino.
Nas LIEBG nao houve registro da perda de sua expressdo. Por sua vez, as LIEAG
demonstraram perda de expressdo em cerca de 13% e no carcinoma invasor sua
positividade foi somente da ordem de 36% (p = 0,0001). Os resultados sugerem um
fator inibidor exercido pela via do Notch 1, o qual vai perdendo sua expressdo com a
evolugdo das lesdes em dire¢do ao carcinoma invasor.

Nesta coorte, ndo houve diferengas significativas nas expressdes entre 0s
diferentes graus histoldgicos de carcinoma epidermoide, o que pode ser justificado
pela pequena quantidade de casos de lesdes de baixo grau histologico de
malignidade, dificultando assim melhor andlise. Nao houve correlagio significativa
entre a expressao do Notch com o grau histolégico, invasdo linfovascular,

embolizacdo linfatica, emboliza¢do vascular ou metastase linfonodal nos carcinomas

invasores.
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6.2 EXPRESSAO DA VIA NF-kB DURANTE A PROGRESSAO DO

CANCER DE COLO DE UTERO

A via NF-kB encontra-se ativada em diversas neoplasia, incluindo o cancer
de colo uterino (NAIR et al. 2003; DOLCET et al. 2005; LOERCHER et al. 2005;
CHATURVEDI et al. 2011). Diversos experimentos avaliaram a dosagem das
formas precursoras desta via, bem como de seus fatores intracelulares, registrando
sua atividade em subsitios celulares (NAIR et al. 2003; BRANCA et al. 2006).

HAVARD et al. (2005), através da analise da presenca das proteinas virais E6
e E7, demonstraram em seu experimento que a localizagdo citoplasmatica do NF-kB
pl05 estava aumentada em cultura celular de queratinocitos infectados pelo virus
HPYV de alto risco tipo 16.

A atividade desta via e sua relacdo com a atividade dos virus HPV de alto
risco também foi demonstrada por BRANCA et al. (2006). Neste experimento a
expressao citoplasmatica do NF-kB p 105 demonstrou-se progressivamente maior
com a evolugao das lesdes precursoras para a lesao invasora do colo uterino, ocorrida
em 39% destes ultimos. O aumento da expressdo nuclear do NF-kB foi relacionada
de maneira mais forte com a preseng¢a de LIEAG e carcinoma invasor, muito embora
casos com forte expressdo nuclear foram encontrados em somente 8,8% das
amostras. A expressao nuclear também se correlacionou com a presenga de HPV de
alto risco.

A expressao imunoistoquimica avaliada por NAIR et al. (2003) em tecidos de
colo uterino contendo epitélios normais, lesdes precursoras e carcinoma invasor,

demonstrou importante padrao de migragao para o nucleo do marcador NF-kb p 105.
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Houve diminui¢ao da expressdo citoplasmatica, seguida de aumento gradativo da
expressdo nuclear do marcador com a evolucdo sequencial das lesdes cervicais.
Foram também identificadas expressdes nucleares gradativamente maiores com a
perda de diferenciacdo celular dentre os carcinomas invasores.

LI et al. (2009) correlacionaram a atividade do NF-kB com fatores
prognosticos do cancer cervical, através da analise da expressdao imunoistoquimica de
proteinas desta familia, incluindo NF-kB pl105. A ativacdo da via foi diretamente
proporcional a progressdo das lesdes precursoras para o carcinoma invasor ¢
correlacionou-se com tamanho tumoral, profundidade de invasdo e metastase
linfonodal. Embora o impacto na sobrevida global ndo tenha sido demonstrado neste
estudo, acredita-se haver forte associagdo entre a ativagdo da via NF-kb com
neoplasias de prognostico ruim. A associagdo com fatore prognosticos nao foi
encontrada no estudo realizado por BRANCA et al. (2006) descrito anteriormente.

RAMDASS et al. (2006) descreveram a associagdo das vias Notch ¢ NF-kB
em tumores de colo uterino. Neste estudo, diferentemente dos experimentos
anteriormente discutidos, demonstrou-se a ativa¢do da via Notch na evolugdo
sequencial das lesdes cervicais, sendo expressdo citoplasmatica muito fraca em
amostras de tecido normal, com aumento gradativo de expressdo imunoistoquimica
durante a evolu¢do sequencial para carcinoma invasivo. Através de técnicas de
imunofluorescéncia, imunoanalise ¢ Western Blot, foram descritas expressdes de
outros componentes da via Notch (Jagged, Hes1l, pAKT) com alteragdes compativeis
com a estimulagdo dessa via. Por outro lado, 0 mesmo experimento também analisou
as expressdes de componentes da via NF-kB e discutiu a sua correlagdo com a via

Notch. Além da relagdo positiva entre a coexpressdo dos marcadores de ambas as
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vias, este estudo demonstrou atividade da via NF-kB mediada pela ativagdo do
Notch. Este achado corrobora com o fato das alteragdes da via Notch ser o evento
inicial deflagrador de alteragdes subsequentes em demais vias intracelulares
implicadas na oncogénese.

O presente estudo demonstrou aumento gradativo na expressao citoplasmatica
do NF-kB pl105 durante a progressdo sequencial das lesdes do colo uterino, com
diferenga estatistica significante (p =0,018). Nao foram encontradas diferengas na
expressao nuclear deste marcador nos diferentes graus de lesoes cervicais. Sugere-se
assim, uma ativagcdo da via do NF-kB que se associa com a progressdo da doenca
precursora para a doenga invasora do colo uterino.

Nenhuma correlagdo pode ser realizada entre as expressdes ¢ os dados
anatomopatoldgicos dos carcinomas invasores, como grau histologico, invasdo

linfovascular, embolizagdo linfatica, embolizagdo vascular e metastase linfonodal.

6.3 EXPRESSAO DA VIA WNT DURANTE A PROGRESSAO DO

CANCER DE COLO DE UTERO

A ativacdo da via WNT foi identificada em diversas neoplasias malignas,
sendo implicada como um “segundo passo” fundamental na génese do carcinoma de
colo uterino (UREN et al. 2005; PLASENCIA et al. 2008). Consequentemente, a
fosforilacdo da beta catenina citoplasmatica ocorre, culminando em sua migragdo
para o nucleo, onde vai estimular a expressao de genes relacionados ao crescimento e
proliferacdo celular (KLAUS e BIRCHMEIER 2008). Tal evento ¢ a “marca

registrada” da via candnica do WNT (RAMPIAS et al. 2010).
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Como possivel fator causal da estimulagdo da via WNT, RAMPIAS et al.
(2010) evidenciaram o papel das oncoproteinas E6 ¢ E7 em culturas celulares de
carcinomas de orofaringe infectadas com HPV 16. Neste experimento in vitro foi
evidenciado o aumento da concentracdo de beta catenina nuclear com consequente
diminui¢ao de sua expressao citoplasmatica.

De forma analoga, UREN et al. (2005) realizaram experimento in vitro com
queratindcitos imortalizados pelo virus HPV e com tecidos de carcinomas invasores
de colo uterino e suas lesdes precursoras. O aumento na expressdo nuclear do beta
catenina foi bem caracterizado nos carcinomas invasores, ao contrario das lesdes
precursoras, onde a concentracao citoplasmatica predominou. Em grupo de células
controles, sem a presenga do HPV, a estimulacdo da via WNT nio foi suficiente para
a transformac¢ao maligna dos queratinocitos. Postulou-se entdo um papel de “second
hit” da via WNT necessario para carcinogénese, tendo como efeito deflagrador a
presenca do virus HPV.

No presente estudo, as expressdes imunoistoquimicas do Wnt5a nao
demonstraram correlacdo significativa com a progressao das lesdes precursoras para
o carcinoma invasor (p = 0,207). Todas as lesdes apresentaram elevada taxa de
expressdo citoplasmatica do WntSa. Em contrapartida, a expressdo da beta catenina
na membrana celular apresentou decréscimo de sua intensidade com a evolugdo
sequencial das lesdes, associada ao aumento de sua expressdo citoplasmatica. As
LIEBG apresentaram expressao normal em 100% dos casos enquanto no carcinoma
invasor houve perda de expressdo do beta catenina em ate 23% dos casos (p=0,012).
Apesar da bem da perda de expressdo de membrana celular ¢ do aumento no

citoplasma estarem bem caracterizados, ndo houve identificacdo da expressdo
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nuclear da beta catenina, o que sugeriria a migracdo intracelular extensamente
descrita na literatura (UREN et al. 2005; DUAN et al. 2006; KLAUS e
BIRCHMEIER 2008; PLASENCIA et al. 2008; RAMPIAS et al. 2010).

A correlagdo entre as vias Notch, NF-kB ¢ WNT foi descrita anteriormente
por diversos autores em estudos in vitro (DUAN et al. 2006; RAMDASS et al. 2007,
SONG et al. 2008; KATOH e KATOH 2009a e b).

Em relagdo aos achados de expressdao do Wnt e fatores anatomopatologicos
dos carcinomas invasores, houve correlagdo com significdncia estatistica entre a
perda da expressao do Wnt5a e a presenca de embolizacdo linfatica (p = 0,014). Tal
achado ndo pode ser correlacionado com a evolugdo anatomopatoldgica, uma vez
que houve perda da expressdo do marcador onde a embolizacdo linfatica foi
encontrada.

A relagdo de equilibrio entre essas vias foi implicada como um fator de
homeostase, e o desbalango entre seus componentes seria um evento crucial no
processo inflamatério cronico envolvido na carcinogénese (KATOH e KATOH
2009a e b).

DUAN et al. (2006) descreveram o efeito anti proliferativo da via Notch 1 e
sua relagdo com a via WNT / beta catenina em carcinoma de cavidade oral. Neste
experimento células malignas de carcinomas de lingua sofreram ativagao artificial da
via Notch e foram duplamente analisadas: em culturas celulares e apods sua inje¢ao
em camundongos. A ativagdo do Notch causou parada do ciclo celular e aumento da
apoptose. Tais eventos foram correlacionados com a ativacdo da via WNT. A
possivel ativacdo da via Notch causou inativacdo da via WNT em carcinomas de

cavidade oral.
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Outra observacao importante de DUAN et al. (2006) foi a atividade
desempenhada por elementos dessas vias em outros tipos de tumores malignos
(leucemias, linfomas, carcinomas basocelulares de pele, cancer de pulmdo de
pequenas células, carcinoma hepatocellular e cancer de colo uterino relacionados a
infecgdo por HPV), onde o papel de promotor ou supressor da carcinogé€nese
ocorreria de formas distintas e dependentes do contexto celular.

O presente estudo demonstrou associacao entre a expressao imunoistoquimica
dos marcadores Notchl, NF-kB pl105/50, Wnt5a e beta catenina nas lesdes
sequenciais do colo uterino (LIEBG, LIEAG e CEC). De acordo com os resultados,
foram evidenciadas expressdes progressivamente menores do Notch associadas ao
aumento das expressdes dos marcadores das vias NF-kB e WNT. A correlagao foi
fortemente identificada entre as expressoes das proteinas Notchl e NF-kB p105/50,
sugerindo atividades antagonicas dessas vias intracelulares. No caso da via WNT , a
estimulacdo da via foi identificada através da expressdo da beta catenina. Apesar de
ndo identificarmos a migracdo nuclear da beta catenina, houve perda de sua
expressao na membrana celular associada ao aumento de sua expressdo no
citoplasma, fato que sugere a ativagdo desta via. Apesar da associagdo positiva da
beta catenina, o marcador Wnt5a ndo demonstrou alteracdes significantes de
expressdo na diferentes lesdes cervicais. Tal fato pode ser explicado por uma
possivel limitag¢do técnica relacionada a este reagente.

As diferencas nas expressdes imunoistoquimicas encontradas neste
experimento, bem como as discordancias em relacdo aos trabalhos previamente
publicados podem ser explicadas por algumas questdes metodoldgicas utilizadas. O

método de avaliacdo imunoistoquimica, apesar de facilmente exequivel e de
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apresentar menores custos, apresenta limitacdes devido a imprecisdo de seus
resultados. Por outro lado a validagdo de resultados em estudos imunoistoquimicos
poderia viabilizar a realizagdo deste método na pratica clinica, facilitando questoes
relacionadas ao diagndstico, contribuindo para entendimento de fatores prognosticos
e, eventualmente interferindo na decisdo terapéutica das pacientes com cancer de
colo uterino.

Outra limitagdo deste experimento reside no fato das analises terem sido
realizadas de forma retrospectiva, com o uso de amostras teciduais fixadas em
parafina, o que pode ter prejudicado tanto na obtencdo de material valido, quanto na
expressdo dos resultados. Estudos mais minuciosos, como analises de material
genético extraido de tecido a fresco sdo alternativas para contornar tais deficiéncias.

A escassez de estudos em produtos de pegas operatorias também pode ser
implicada como fator limitante na discussdo dos achados, principalmente no que diz
respeito a via Notch. Seu papel estimulador ou supressor da oncogénese continua nao
esclarecido. Apesar do contexto celular (diferentes tipos de neoplasia) ser implicado
como uma causa central desses resultados dispares, a literatura ainda carece de
informagdes sobre o real papel desta via celular. Em contrapartida, os resultados
originados no presente estudo podem e devem ser valorizados para melhor
entendimento do comportamento da via Notch, especialmente no que diz respeito a
sua associagdo com as outras vias aqui abordadas.

A analise das demais vias realizadas no presente estudo (NF-kB e WNT) tém
resultados semelhantes aos descritos na literatura, com diferencas fundamentalmente
relacionadas as caracteristicas do método imunoistoquimico. Nesse caso, o padrao de

migracdo do NF-kB p105 e da beta catenina no nucleo nao pode ser identificado,
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apesar da diferenca de expressdao encontrada nas diferentes lesdes cervicais ter sido
demonstrada de maneira significativa.

A correlagdo entre os marcadores das vias Notch, NF-kB ¢ WNT e os
aspectos anatomopatologicos dos carcinomas invasores pode ter sido dificultada pelo
pequeno numero de casos (39 casos). Nao foi possivel realizar associagdes
significativas com fatores prognosticos ja estabelecidos na literatura, como grau
histologico, embolizagdo linfatica e vascular e metastases linfonodais (CREASMAN
e KOHLER 2004; MONK et al. 2007; PALLAVI et al. 2012).

Apesar das limitagdes apontadas, o estudo apresentou achados que podem ser
utilizados para melhor compreensdo da carcinogénese do cancer de colo uterino. As
vias intracelulares aqui abordadas tém sido relacionadas a deflagra¢ao do processo de
transicdo epitélio mesénquima (EMT), fendmeno apontado como crucial no
desenvolvimento e na progressdo de diversas neoplasias malignas, inclusive no
cancer de colo uterino (THIERY ¢ SLEEMAN 2006; KATOH ¢ KATOH 2007,
MIMEAULT ¢ BATRA 2007, DE WEVER et al. 2008; ZHAU et al. 2008;

TIMMERMAN et al. 2009; CHEN et al. 2010).
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, observa-se que as vias do
Notch, NF-kB ¢ WNT encontram-se alteradas nos diferentes graus evolutivos das
lesdes do colo uterino através da andlise das proteinas Notchl, NF-kB p105/50,
Wnt5a e beta catenina.

Foi evidenciada a supressao da via Notch através expressao imunoistoquimica
do Notchl progressivamente menor na evolucdo das lesdes intraepiteliais para o
carcinoma epidermoide invasor do colo do utero.

A via NF-kB apresentou-se estimulada durante o processo evolutivo das
lesdes do colo uterino, através da expressdo imunoistoquimica progressivamente
maior da proteina NF-kB p 105/50.

A via WNT também apresentou-se estimulada, com a evidéncia da perda
progressiva da expressao imunoistoquimica de membrana da beta catenina.

As expressdes imunoistoquimicas das proteinas das vias do Notch, NF-kB e
WNT nao apresentam correlacdo com as variaveis anatomopatoldgicas do carcinoma

invasor do colo uterino.
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Anexo 2 - Ficha Coleta de Dados

10.

11.

12

13

14

15

Caso ID

Registro Hospitalar RGH |

Idade (anos)

Raca: (1)Branca

Neoplasias Inltraepiteliais

(2)Negra (3)Outras

Tabaco: (0)Nao (1)Sim (2)Ex-Tabagista (3)Ignorado

Anticoncepcional:
AP: (HNIC I
Data da Cirurgia

Tipo de Cirurgia

(1)Sim (0)Nao

(2NICTI  (3)NICII

(0) Sem tratamento (1) Cirurgia de Alta Freqiiéncia
(2) Conizagdo & frio (3)Histerectomia

. Data Recorréncia

Margens: (0O)livres  (1)Exiguas (2)Comprometidas

Recorréncia (0)Nao (1)Sim

. Tratamento da Recorréncia:

(1) Sem Tratamento (2)Re-Conizacgao (3)Histerectomia

. Situagdo do ultimo Follow-up:
(1) Vivo sem doenga (2)Vivo com doenga (3)Perdido de Vista

. Numero do anatomo



Anexo 3 - Ficha de coleta de dados 11

REGISTRO
NOME:
ADMISSAO:
1. ADMISSAO (data) [ ]admissdo
DADOS DEMOGRAFICOS:
2. IDADE [ ] idade
3. COR. (1) branca (2) negra (3) parda (4) amarela (99) ignorado [ ] cor
4. ESTADO CIVIL:
(1) solteira (2) casada (3) separada (4) viuva (99) Ignorado [ Jcivil

5. ESCOLARIDADE.
(0) analf. (1) 1° completo (2) 1° incompleto (3)2° completo (4) 2° incompleto (5)superior

comp.(6) superior incomp. (99) ignorado [ ] escola

DADOS CLINICOS:

6. SINTOMAS Sintomas (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] sintomas
Sangramento (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] sangue
Dor (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] dor
Secregdo (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] secrecdo
Odor (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] odor
Prurido (0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] prurido
Outros (0) ndo (1) sim [ ] outro
Qual (outros) [ ] qual

7. DURACAO DOS SINTOMAS (meses) (99) ignorado [ ] duragdo

8. MENARCA (idade) (99) ignorado [ ] menarca

9. MENOPAUSA (idade) (0) se ainda no menacme (99) ignorado [ ] menopa

10. PRIMEIRA RELACAO (idade) (99) ignorado [ ] prim_rel

11. PARCEIROS (nimero) (100) incontaveis (99) ignorado [ ] num_par

[

12. GESTACOES (niimero) (99) ignorado ] gesta



13. PARTOS (nimero) (99) ignorado
14. ABORTOS (numero) (99) ignorado

15. ANTICONCEPCIONAL ORAL néo (1) sim-atual (2) sim-passado (99) ign.[

16. ETILISMO (0) ndo (1) sim-atual (2) sim-passado (99) ign
17. TABAGISMO (0) ndo(1) sim-atual (2) sim-passado (99) ign
18. PESO no pré-operatorio (kg) (99) ignorado

19. ALTURA no pré-operatdrio (cm) (99) ignorado
20. DATA DO HEMOGRAMA

21. HEMOGLOBINA (g %) (99) ignorado
22. LEUCOCITOS (n°) (99) ignorado
23. NEUTROFILOS (%) (99) ignorado
24. BASTOES (%) (99) ignorado
25. EOSINOFILOS (%) (99) ignorado
26. LINFOCITOS (%) (99) ignorado
27. LINFOCITOS ATIPICOS (%) (99) ignorado
28. MONOCITOS (%) (99) ignorado
29. BASOFILOS (%) (99) ignorado
30. PLAQUETAS (99) ignorado

DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO:

31. DIAGNOSTICO POR (1) bidpsia (2) cone (99) ignorado
32. ESTADIAMENTO (FIGO) (1) 1B 2) 2A
TRATAMENTO:

33. DATA DA CIRURGIA (histerectomia)

34. TIPO DE HISTERECTOMIA (1) nivel 1 (2) nivel 2 (3) nivel 3
35. PRESERVACAO DO OVARIO (0) ndo(1) esquerdo (2) direito (3) ambos
36. TEMPO CIRURGICO (minutos)

37. TRANSFUSAO PRE-OPERATORIA (volume — ml)

38. TRANSFUSAO INTRA-OPERATORIA (volume — ml)

39. LINFONODOS PELVICOS (na cirurgia)

(0) sem evidéncia de metastase (1) metastase macroscopica ressecavel
(2) metastase macroscopica irressecavel  (99) ignorado

40. LINFONODOS PARA-AORTICOS (na cirurgia)

(0) sem evidéncia de metastase (1) metastase macroscopica ressecavel
(2) metastase macroscopica irressecavel (99) ignorado

41. BRAQUITERAPIA POS-OPERATORIA (0)ndo (1) LDR  (2) HDR

[
[

— —/ o/ o/ /o

] parto

] aborto

] aco

] alcool

] tabaco

] peso

] altura

] hmg_data
] hb

] leuco
]

] bastdo

] eosino

] linfocito
] atipico

] monocito
] basofilo
] plaqueta

] diagnostico

] estadio

] cirur_dt

] histere

] preserva
] cir_temp
] tran_pré

] tran_op
] In_pelve

]In_aorta

] braqui



DOSE DE BRAQUITERAPIA (cGy [ ] dose_bra
DATA DE INICIO [ ]ini_braq
DATA DE TERMINO [ ] fim_braq

42. TELETERAPIA POS-OPERATORIA

(0) ndo (1) sim [ ] tele
DOSE DE TELETERAPIA (cGy) [ ] dose _tel
DATA DE INICIO [ ]ini _tele
DATA DE TERMINO [ ] fim_tele

DADOS ANATOMO-PATOLOGICOS:

43. NUMERO DO EXAME [ ] num_ap

44. TIPO HISTOLOGICO

(1) epidermoéide (2) adenocarcinoma (3) adenoescamoso [ ] histolog

(4) indiferenciado (9) outros (99) ignorado

45. GRAU HISTOLOGICO (99) ignorado [ ] grau_his

46. GRAU NUCLEAR (99) ignorado [ ] grau_nuc

47. INDICE MITOTICO (99) ignorado [ ] mitose

48. INVASAO LINFOVASCULAR

(0) ausente (1) presente (99) ignorado [ ] linfvasc

49. INVASAO PERINEURAL

(0) ausente (1) presente (99) ignorado [ ] neural

50. INFILTRADO INFLAMATORIO

(0)ndo (1)leve (2) moderado [ ] inflama (3) intenso (9) sim (SE)

(99) ignorado

51. DESMOPLASIA

(0)ndo (1)leve (2) moderada [ ] desmopla (3) intensa (9) sim (SE)

(99) ignorado

52. NECROSE

(0)nao (1) leve (2) moderada [ ] necrose (3) intensa (9) sim (SE)

(99) ignorado

53. COILOCITOSE / HPV (no tumor)

(0)ndo (1)sim (99)ignorado [ ] coilocit

54. ASPECTO DO TUMOR

(1) exofitico (2) ulcerado (3) ambos (99) ignorado [ ] macro_ap

55. LOCALIZACAO DO TUMOR
(1) ectocérvix  (2) endocérvix  (3) ambos (99) ignorado [ ] local

56. TAMANHO DO TUMOR 1 (cm) (99) ignorado [ ] taman_1



57. TAMANHO DO TUMOR

2 (1) até 7 mm (2)>7 mm (99) ignorado [ ] taman 2

58. PROFUNDIDADE 1 (mm) (99)ignorado [ ] prof 1

59. PROFUNDIDADE 2 (1) <5 mm (2) 5 mm (3) > 5mm [ ] prof 2

60. PROFUNDIDADE 3 (1) 1/3 externo  (2) 1/3 médio  (3) 1/3 interno [ ] prof 3

61. PARAMETRIO (invasio)

(0) livre (1) unilateral (2) bilateral (99) ignorado [ ] parametro

62. CORPO UTERINO (invasdo)

(0) ausente (1) presente (99) ignorado [ ] corpo

63. MIOMETRIO (invasio)

(0) ausente (1) presente (99) ignorado [ ] miome

64. ENDOMETRIO (invasio)

(0) ausente (1) presente (99) ignorado [ ] endome

65. VAGINA. (comprometimento)

(0) ausente (1) invasivo (2) in situ (9 SE (99)ign [ ] vagina

66. MARGENS CIRURGICAS

(0) livres (1) comprometidas (99) ignorado [ ] margem

67. LINFONODOS POSITIVOS (numero). [ ]1In_pos

68. LINFONODOS DISSECADOS (ntimero) [ ] In_total

69. LATERALIDADE LINF. POSITIVOS

(1) unilateral (2) bilateral (99) ignorado [ ] In_bilat

70. TRANSPOSICAO CAPSULAR

(0)ndo (1)sim (99) ignorado [ ] cépsula

RECIDIVA:

71. RECIDIVA (0)ndo (1) sim (99) ignorado [ ] recidiva

72. PADRAO HISTOLOGICO (recidiva)

(0) sem AP (1) invasivo (2) in situ (3) ambos [ ] hist_rec

(9) Ca sem especificacao (99) ignorado

73. PADRAO DA RECIDIVA.

(1) pélvico (2) adistancia  (3) ambos (99) ignorado [ ] pad_rec

74. LOCAL DE RECIDIVA
(1) vagina (11) linfonodo para-aortico [ ]rl
(2) paramétrio (12) linfonodo supraclavicular [ ]2
(3) reto (13) pulmao [ ]13
(4) bexiga (14) cérebro [ 14
(5) pélvico lateral (15) figado
(6) pélvico central (16) osso



(7) linfonodo pélvico

(17) pele

(9) pélvico SE (18) mediastino
(19) linfonodo inguinal ~ (20) fundo de saco de Douglas
(21) peritonio (39) distante SE
75. DATA DA RECIDIVA LOCAL [ ] local_dt
76. DATA DA RECIDIVA A DISTANCIA [ ] dist_dt
TRATAMENTO DA RECIDIVA:
77. TRATAMENTO (na recidiva)
(1) RXT (2) cirurgia (3) RXT + cirurgia [ ] trat_rec 4 QT
(5) RXT+ QT (6) Cirurgia + QT (7) Cirurgia + RXT + QT
78. TELETERAPIA (na recidiva)
(0)nao (1)sim [ ] tele_rec
DOSE DE TELETERAPIA (cGy) [ ]ds t rec
DATA DE INICIO [ ]ini_t re
DATA DE TERMINO [ ]fim t re
79. BRAQUITERAPIA (na recidiva)
(0)ndo (1) LDR(2) HDR [ ] bra rec
DOSE DE BRAQUITERAPIA (cGy) [ ]ds b rec
DATA DE INICIO [ ]ini_b_re
DATA DE TERMINO [ ]fim b_re
SEGUIMENTO:
80. ULTIMA NOTICIA
(0) vivo sem cancer (1) vivo com cancer.[] status (10) morte COM céncer

(12) morte SEM cancer  (13) morte por 2° primario(19) morte sem especificagdo

81. DATA DA ULTIMA NOTICIA

[ ] status_d
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