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RESUMO

Rodrigues IS. Avaliagao do processo de transigao epitélio-mesénquima e
sua correlagao com tipos virais de HPV e terapia em carcinomas
vulvares. Sao Paulo; 2014. [Tese de Doutorado-Fundagcao Antdnio

Prudente].

O carcinoma de células escamosas da vulva compreende 92% de todos os
tipos de cancer vulvar invasivo e corresponde a cerca de 3% a 5% dos
tumores malignos do trato genital feminino. A transigéo epitelio mesénquima
(TEM) é um importante evento durante a progresséo do céncer e é induzida
via ativagao de fatores de transcricdo como TWIST, SNAI2 e SNAI1 que
modulam a expressao de E-caderina, Vinentina e B-catenina. Entretanto,
para o carcinoma vulvar pouco se sabe sobre a relacdo da TEM com a
presenga de tipos especificos de papiloma virus humano (HPV), fatores
prognoésticos e terapia. Mediante tal contexto, os objetivos do presente
estudo foram identificar as alteracbes de expressao proteica de marcadores
de transicdo epitélio-mesénquima (TEM) comparando centro e fronte do
tumor e correlacionar os resultados com a presenca de infeccéo por subtipos
especificos de HPV para a determinagdo de valores prognosticos e
preditivos em carcinoma de vulva. Também realizamos ensaios in vitro para
observar o efeito de NVP-BEZ235, um composto que age indiretamente em
fatores de transcrigdo como o Slug, em uma linhagem metastatica de vulva.
Nossos resultados demonstraram que a perda de expressao de E-caderina é
observada em estagios avancados de invasdo tumoral enquanto que [-
catenina representa um biomarcador importante para estabelecer o
prognéstico no carcinoma vulvar (p=0.044). Além disso, a perda de
expressao de [B-catenina associada ao aumento de expressao de Slug no
fronte de invasao caracteriza um subgrupo de tumores com fenétipo de TEM
relacionados com a negatividade para infecgdo pelo HPV com o pior

prognéstico (p = 0,001). No cenario clinico, a avaliagdo de imuno-



histoquimica comparativa da expressao de [B-catenina entre fronte de
invasao e centro do tumor, pode representar uma ferramenta adicional para
estabelecer o prognostico de carcinoma vulvar. Evidenciamos ainda que o
composto NVP-BEZ235 foi capaz de diminuir o processo de migracao,
invasao e proliferacdo em linhagem metastatica de carcinoma vulvar, que
apresentava um fenétipo de EMT e, assim, representa um potencial alvo
terapéutico para o tratamento de tumores mais agressivos, que nao
respondem bem aos tratamentos convencionais. Apoio financeiro: FAPESP,
processo n° 12/15169-8.



SUMMARY

Rodrigues 1IS. [Evaluation of the epithelial mesenchymal transition
process and its correlation with viral HPV types and terapy in vulvar
carcinomas]. Sao Paulo; 2014. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antbnio

Prudente].

Vulvar squamous cell carcinoma comprises 92% of all cases of vulvar cancer
and accounts for about 3% to 5% of malignant tumors of the female genital
tract. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is an important event during
cancer progression and it is induced by activation of transcription factors as
TWIST, SNAI2 and SNAIL factor that modulate the expression of E-cadherin,
Vimentin and B-catenin. However, considering vulvar carcinoma, little is
known about the relationship among EMT, presence of specific types of
human papillomavirus (HPV), prognostic factors and therapy. In this context,
the aims of this study were to analyze expression of markers of EMT
comparing invasive front and central tumor and correlate the results with the
presence of specific subtypes of HPV for determination of prognostic and
predictive factors in vulvar carcinoma. And also we performed in vitro assays
to observe the effect of NVP-BEZ235, a compound that acts indirectly on
transcription factors such as Slug on a metastatic vulvar cancer cell line. Our
results demonstrated that loss of E-cadherin expression is observed in
advanced stages of tumor invasion whereas [(-catenin is an important
biomarker for establishing the prognosis in vulvar carcinoma (p=0.044).
Furthermore, B-catenin low expression associated with gain in Slug
expression at the invasive front characterizes a subgroup of EMT-related
HPV-negative tumors with the worst outcome, increased invasiveness and
progression (p= 0.001). In the clinical setting, IHC comparative assessment
of B-catenin expression between invasive front and central tumor may
represent an additional tool for establishing prognosis of vulvar cancer. We

also showed that NVP-BEZ235 decreased the migration, invasion and



proliferation of metastatic vulvar cancer cell line that presents an EMT-like
that represents a potential therapeutic target for the treatment of aggressive

tumors, which often do not respond to conventional treatments.
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INTRODUCAO

“Todos os seres humanos,
por natureza, desejam saber”.

Aristoteles (384-321 a.C.)



1 INTRODUGAO

Existe um amplo consenso de que o cancer €, em sua esséncia, uma
doenca genética e devido a complexidade e a existéncia de vias alternativas
no controle da proliferagao, diferenciacdo e morte celular, € necessaria a
ocorréncia de alteracdes aditivas, sucessivas e dinamicas no genoma para
que haja a formagdo de um tumor maligno. Cada nova alteracdo é
acompanhada de uma nova onda de expansao clonal e, ao final desse
processo, surge uma ou duas populagdes celulares com grande potencial de
crescimento e invasdo (FUTREAL et al. 2001).

Alteragbes que se acumulam no genoma podem surgir como
consequéncia da exposi¢cao a carcindgenos quimicos, fisicos, e bioldgicos
(ALBERTS et al. 2006) que afetam diferentes passos nas vias que regulam
os processos de proliferacdo e homeostase celular (CONFORTI 2004).

Translocagdes cromossdmicas, amplificagdes génicas e mutagdes de
ponto (KNUDSON 1985) estdo entre as alteracbes presentes no genoma
que podem levar a ativagao de proto-oncogenes (ALBERTS et al. 2006).
Além disso, outras alteragbes genéticas, como mutagdes pontuais e perdas
alélicas ou metilagdo do DNA podem incidir sobre os genes supressores de
tumor inativando-os e liberando a célula da inibi¢ado regulada pelos mesmos
em determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem) (WEINBERG

2007). Assim, as células passam a proliferar de forma anémala, formando



uma massa de células desordenadas, que constitui um tumor (CONFORTI
2004).

Com o objetivo de adquirir mobilidade e invasividade, a massa de
células neoplasicas se torna capaz de manter ativas as vias de sinalizagéao
proliferativa, evadir da destruicdo pelo sistema imune e resistir a morte
celular (HANAHAN e WEINBERG 2000). Adicionalmente, a ocorréncia de
respostas inflamatérias, manutengdo do microambiente tumoral, a
instabilidade genbmica e a reprogramagdao do metabolismo energético
garantem a persisténcia desse fend6tipo maligno (HANAHAN e WEINBERG
2011), permitindo a imortalidade replicativa, a indugdo da angiogénese, a
invasao de tecidos adjacentes e a metastase, responsavel por cerca de 90%

das mortes relacionadas aos tumores (CHRISTOFORI 2006) (Figura 1).

/ Manutencdo de vias Insensibilidade a sinais \
de prolifera¢do ativa antiproliferativo

Reprogramacio do Escape da destruicao
metabolismo energético do sistema imune

gl Imortalidade
Resisténcia a morte R T replicativa

Instabilidade e Inducgdo da resposta
mutacdo no genoma inflamatdria

Angiogénese Invasdo e metastase
K sustentada tecidual /

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011).
Figura 1 - Caracteristicas adquiridas pelas células neoplasicas. Manutengéo de

vias de proliferagdo ativas, insensibilidade a sinais antiproliferativo, invasdo e metastase

tecidual, angiogénese sustentada e resisténcia a morte.



Apesar de ndo estarem claros os mecanismos moleculares envolvidos
na aquisicao das caracteristicas das células neoplasicas, sabe-se que seu
reconhecimento ira influenciar cada vez mais no estabelecimento de novos
meios para o tratamento do cancer, principalmente para aqueles tumores em
que a opgao terapéutica é cirurgica e extremamente agressiva, como 0s
tumores de vulva, que é acompanhado por uma morbidade cirurgica

significativa (BUXANT et al. 2005; SOUEN 2006).

11 CANCER VULVAR

1.1.1 Definigao e Classificagao

A vulva refere-se aos 6rgaos genitais femininos externos, constituidos
pelo monte pubiano, grandes e pequenos labios, clitéris, himen, vestibulo da
vagina, e a glandula vestibular maior (Figura 2) (FARIA 1999). Na regiédo
vulvar localizam as aberturas uretral e vaginal, sendo que o orificio anal esta
na regiao perineal proxima. A parte mais externa da vulva & recoberta por
epitélio plano estratificado queratinizado que contém grande quantidade de
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas. Na face interna dos
pequenos labios, o epitélio € de transicdo com a caracteristica de ser umido
e nao pilificado estendendo-se até o epitélio mucoso vaginal (epitélio
escamoso nao queratinizado). Portanto, ha na regido vulvar epitélios com
diferentes caracteristicas histologicas que reagirdo de maneira diferente aos

diversos estimulos patogénicos (MARTINS 1999).
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Fonte: Adaptado de American Cancer Society-ACS (2013).
Figura 2 - Diagrama da anatomia da vulva.

O cancer vulvar invasivo € pouco frequente, pode-se iniciar na pele,
no subcutédneo, em elementos glandulares da vulva, ou na mucosa do
intréito vaginal (STROUP et al. 2008; WANG et al. 2008).

Segundo BEREK e FERRARI (1989) este tumor pode ser classificado
quanto:

° ao aspecto clinico. podem se apresentar de modo difuso ou
circunscrito. A forma circunscrita pode ser: superficial, exofitica e
endofitica.

o a localizagéo: labial, clitoridiano ou labio-clitoridiana, vestibular, com e

sem comprometimento da uretra e bartoliniano.



o ao tipo histologico: escamoso; epitelial glandular-adenocarcinoma
(Glandula de Bartholin); origem conjuntiva e formas mistas (sarcomas

e carcinossarcomas) e carcinoma indiferenciado (Tabela 1).

Tabela 1 - Tipos de Cancer Vulvar.

Tipos Histologicos de Cancer Vulvar Porcentagem
Escamoso 92
Melanoma 2-4
Basocelular 2-3
Glandula de Bartholin (adenocarcinoma, células 1
transicionais, cistico adendide)
Verrucoso <1
Sarcoma <1

Fonte: HOLSCHNEIDER e BEREK (2008).

Os tumores malignos de origem conjuntiva sdo pouco frequentes e
representados pel os sarcomas e melanomas. Sendo os sarcomas oriundos
geralmente do tecido conjuntivo da regido e das terminagdes do ligamento
redondo. Ja os melanomas malignos s&o mais frequentes no clitoris e
grandes labios e sdo raros na regido vestibular (BEREK e FERRARI 1989).

Os tumores de células escamosas representam a grande maioria
(92%) dos tipos de cancer vulvar invasivo, destacando-se na pratica clinica

(HOLSCHNEIDER e BEREK 2008; KNOPP et al. 2006).

1.1.2 Carcinoma de células escamosas da vulva (CEC)
O CEC é uma neoplasia rara, representando cerca de 3% de todos os
canceres genitais em mulheres; aproximadamente dois tergos ocorrem em

mulheres acima de 60 anos (ROBBINS et al. 2008). Acomete



aproximadamente 0,5-1,5 por 100.000 mulheres/ano em paises
desenvolvidos, porém ¢é 2-3 vezes mais frequente em paises
subdesenvolvidos (CREASMAN e HUH 2011). Segundo a Internacional
Agency for Research on Cancer - IARC (1992), Recife (nordeste do pais)
aparece como uma das cidades com a maior incidéncia desta neoplasia no
mundo, com uma taxa de 5,6/100.000 mulheres/ano (National Cancer
Institute-NCI 2011).

Em termos de etiologia, patogenia e caracteristicas histoldgicas, os
carcinomas de células escamosas da vulva sado divididos em dois grupos:
carcinomas basaldides e verrucosos, relacionados a infeccdo por
papilomavirus humanos (HPVs) de alto risco oncogénico (30% dos casos) e
carcinomas de células escamosas queratinizantes; nao relacionados a
infecgdo por HPV (70% dos casos) (DE KONING et al. 2008).

Os carcinomas basalodides e verrucosos invasivos se desenvolvem a
partir de uma lesao pré-cancerosa in situ chamada neoplasia intraepitelial
vulvar classica (NIV classica). Essa forma de NIV apresenta-se como lesdes
distintas brancas (hiperqueratdsicas), cor carne ou pigmentadas,
discretamente elevadas. Carcinomas coexistentes podem ser exofiticos ou
indurados, frequentemente com ulceragao (ROBBINS et al. 2008). Ao exame
histolégico, os carcinomas basaldides mostram um tumor infiltrativo
caracterizado por ninhos e corddes de células escamosas malignas
pequenas, imaturas, agrupadas de modo compacto, podendo possuir focos
de necrose central (ROBBINS et al. 2008); e os carcinomas verrucosos sao

caracterizados por arquitetura exofitica, papilar e atipia coiléitica



proeminente, com baixo risco de formagdo de metastases linfonodais,
extensas faixas anastomosadas de células arranjadas de forma similar a
lesdo intra-epitelial, com células escamosas pleomorficas (CRUM e
GRANTER 2006; MOORE et al. 2009) (Figura 3). Ocorre mais comumente
em mulheres em idade reprodutiva e os fatores de risco sao idade jovem na
primeira relacdo sexual, multiplos parceiros sexuais, parceiro do sexo
masculino com multiplas parceiras sexuais, uma vez que estas lesdes estao
relacionadas a infecgdao por HPV. A regressdo espontdnea de NIV foi
relatada, geralmente em mulheres mais jovens. O risco de progressao para
carcinoma invasivo € maior em mulheres acima de 45 anos de idade ou em
mulheres com imunossupressao (ROBBINS et al. 2008) (Figura 4).

O carcinoma escamoso queratinizante apresenta notavel maturagao
celular e ceratinizacdo. As células da camada basal exibem atipia leve a
moderada (Figura 3). Este tipo de tumor frequentemente surge em pacientes
com idade média de 76 anos e presenca de liquen escleroso ou hiperplasia
de células escamosas de longa duracdo, estando associado a NIVs
diferenciadas e dermatoses inflamatorias, sendo geralmente negativas para
o HPV (CRUM 1992) (Figura 4). A emergéncia frequentemente sutil do
cancer pode ser erroneamente interpretada como dermatite ou leucoplasia

por um longo periodo de tempo (ROBBINS et al. 2008).



Figura 3 - Tipos histologicos de carcinoma de células escamosas da vulva.

Um relato de desequilibrio alélico no liquen escleroso e na hiperplasia
de células escamosas suporta a hipétese de que as duas condi¢des
representam um risco aumentado para a formagao da neoplasia, apesar da
auséncia de evidéncias morfologicas de atipia. Foram relatados casos raros
de liquen escleroso, NIV diferenciada e carcinoma adjacente com mutagdes
idénticas no gene p53. Em geral, contudo, a mutagdo do gene p53 € um
evento raro e um tanto tardio na carcinogénese vulvar (VANIN et al. 2002)
(Figura 4).

O risco de desenvolvimento de cancer a partir de NIV é
principalmente uma fungdo da idade, extensdo e estado imunoldgico

(JONES et al. 2005).
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Figura 4 - Diagrama com os varios caminhos patogenéticos do CEC. NIv =

neoplasia intra-epitelial vulvar.

A Papilomavirus humano como fator de risco para o CEC

Os papilomavirus humanos (HPV) correspondem a virus pequenos de
DNA de dupla fita que pertencem a familia Papillomaviridae (DE VILLIERS
et al. 2004). Até o momento foram descritos mais de 200 tipos de HPV, que
sdo identificados e agrupados de acordo com o seu gendtipo (STANLEY
2007).

O genoma viral possui oito genes e uma regido nao codificadora,
também chamada regido de controle longa — long control region, LCR, ou
upstream regulatory region, URR — localizada nas duas fitas. A regido LCR

contém elementos reguladores da origem da replicagdo e da expressao de
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genes reguladores da transcricao viral (BOOQOY et al. 1998). Embora ocorram
variagbes no tamanho e na sequéncia dos genes e das LCRs entre os
diferentes papilomavirus, todos tém a mesma organizacdo gendmica. A
regido precoce E (de “early region”) codifica varias proteinas — E1, E2, E4,
E5, E6 e E7 — que regulam a transcricao e a replicagao viral e controlam o
ciclo celular, conferindo a esse virus um potencial para transformar e
imortalizar as células hospedeiras (DOORBAR e STERLING 2001). Na
regido chamada tardia L (de ”late region”), localizam-se os genes L1 e L2,
responsaveis pela imunogenicidade do virus e carregam determinantes
antigénicos epitélio-especificos (BAKER et al. 1991). Esses genes tém
sequéncias altamente conservadas em todos os papilomavirus (BERNARD
et al. 1994). Aproximadamente, 40 tipos de HPV infectam a regiao
anogenital. Alguns destes gendtipos virais estdo envolvidos em mecanismos
carcinogénicos, os chamados HPV de alto risco (HPV16, 18, 31, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 59, 66, 68, 69, 73 e 82), enquanto outros praticamente néao
possuem envolvimento com cancer e sao chamados HPV de baixo risco
(HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108) (SHUKLA et al.
2009).

Os papilomavirus sao epitélios-especificos e tém tropismo pelo
epitélio escamoso da pele e das mucosas. Seu ciclo biolégico na pele ou
nas mucosas tem inicio quando as particulas virais penetram nas células da
camada profunda, que sao as células menos diferenciadas do epitélio
escamoso, e que ainda tém atividade mitdtica. Fissuras nesse epitélio

possibilitam o acesso do virus a essas células, que apds sua penetracao
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perde seu capsideo, expondo seu DNA a ag¢ao de enzimas nucleares,
favorecendo a expressdo dos genes virais (EVANDER et al. 1997;
MCMILLAN et al. 1999). O DNA do HPV pode permanecer quiescente na
célula, antes ou depois de uma infecgdo produtiva. O genoma pode ficar,
dentro do nucleo da célula, sob a forma circular, ndo integrado ao genoma
celular (forma epissomal). Nos estagios precoces da infecgdo, o DNA
epissomal replica-se, na camada basal, concomitantemente ao DNA celular,
gerando de vinte a cinquenta copias por célula. Nas infecgdes por tipos de
HPV associados a canceres cervicais € observada, com frequéncia, a
integracdo do DNA do virus a um cromossomo do hospedeiro (VILLA 1997),
pela ruptura na regido de E2 (DOORBAR e STERLING 2001).

Estudos da transcrigao viral em linhagens de queratindcitos humanos,
imortalizados por HPV-16 (DOORBAR et al. 1990; ROHLS et al. 1991),
mostraram que 0s genes precoces sao transcritos a partir de promotores,
por splicing diferencial. Assim, varios RNAs sdo produzidos por meio de
promotores diferentes. As proteinas traduzidas por esses RNAs
mensageiros vao interferir na fungéo de proteinas celulares que controlam o
ciclo celular normal da célula, a diferenciacdo celular e a apoptose. A
proteina E7 estimula a proliferacdo dos queratindcitos infectados, por sua
ligacdo com fatores de transcricdo AP1, levando a ativagado de promotores
que respondem a AP1. Além disso, atua na proliferacdo celular por sua
associagao com a pRb (proteina de suscetibilidade ao retinoblastoma), que
€ um regulador negativo do ciclo celular na passagem de G1 para S. A

proteina E6 também interfere na regulagao do ciclo celular ao ligar-se a uma
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proteina celular supressora de tumor e induzir a degradacdo de p53
(STOREY et al. 1998). Nos HPVs de alto risco, entretanto, a agcaéo de EB6,
para a degradacao de p53, € muito mais eficiente (DOORBAR e STERLING
2001).

No estagio produtivo do ciclo viral, a expressédo de E7 parece reativar
0 mecanismo celular de replicagdao de DNA, para que ocorra a amplificagao
do genoma viral (FLORES et al. 2000), que ira compor novos virions. A
proteina E1, que tem atividade de helicase (YANG et al. 1993), parece iniciar
a replicacdo do epissoma viral. Além disso, uma proteina E1*E4, produzida
a partir de um RNA transcrito de um pequeno trecho C-terminal de E1 que
se funde com um transcrito de E4, precede a sintese das proteinas do
capsideo. Estudos sugerem que sua funcdo pode ser a de facilitar a
producao do virus, talvez pela inibicdo da apoptose, ou pelo estimulo a
replicacdo do DNA viral (DOORBAR et al. 1990). As proteinas L1 e L2,
depois de sintetizadas no citoplasma, sao direcionadas para o nucleo da
célula, onde ocorre a montagem das novas particulas, nas camadas mais
superficiais do epitélio (VILLA 1997). A liberagdo das particulas virais ocorre
na superficie da lesdo, durante a descamacéo celular.

Apesar da relagao causal bem estabelecida entre a infeccdo por HPV
e o desenvolvimento de cancer cervical, demonstrada por estudos
epidemioldgicos e moleculares, apenas uma relagdo mais fraca € observada
entre o virus e outros tipos de cancer, tais como cancer de vulva, anus e

pénis (ZUR HAUSEN et al. 2009).
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O impacto exato da presenca do HPV no cancer de vulva é incerto,
pois as taxas de prevaléncia deste virus sao divergentes entre a literatura.
Dezesseis estudos compreendendo 1.181 pacientes com carcinoma
epidermédide vulvar demonstraram, em média, 35% de positividade para
HPV16 e 25% de positividade para HPV18 (RUSK et al. 1991; TOKI et al.
1991; HORDING et al. 1994; MONK et al. 1995; TRIMBLE et al. 1996;
IWASAWA et al. 1997; KAGIE et al. 1997; LERMA et al. 1999; PINTO et al.
1999; SCURRY et al. 1999; RIETHDOREF et al. 2004; HAMPL et al. 2006;
SANTOS et al. 2006; SKAPA et al. 2007; SUTTON et al. 2008). Em um
estudo populacional chinés, a presenga do HPV foi detectada em 48%
(23/48) dos casos de carcinoma de células escamosas, se assemelhando
com outros estudos que demonstraram uma variagdo de 31-58% das
pacientes infectadas (BLOSS et al. 1991; TOKI et al. 1991; ANSINK et al.
1994; LEE et al. 1994).

A presenca do HPV parece ter papel nos primeiros eventos da etapa
da carcinogénese vulvar, a integracdo do virus ao genoma da célula
hospedeira desencadeia a progressdao de displasias no tecido
(HILLEMANNS e WANG 2006). Porém, o mecanismo de indugédo e
promog¢ao tumoral do carcinoma vulvar causado pelo HPV ainda nao esta
totalmente elucidado. Em areas, como a regidao de cabega e pescoco,
tumores HPV-positivos tém mostrado consistentemente melhor prognésticos
do que neoplasias HPV-negativos. Essa taxa de sobrevida maior dos
tumores HPV-positivos tem sido relatada anteriormente em tumores da

orofaringe e sinonasal e foi relacionada a uma melhor resposta a
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quimioterapia e radioterapia (LI et al. 2003; FAKHRY et al. 2008; ALOS et al.
2009; LASSEN et al. 2009). Nao se sabe se os tumores vulvares HPV-
positivo tém um progndstico melhor e se eles compartiham como nos
tumores de cabeca e pescoco HPV-positivos uma melhor resposta a
quimioterapia e radioterapia. Além disso, € importante ressaltar, que as
infecgbes por HPV isoladamente ndo sdo capazes de induzir progressao
para neoplasia invasora. Apenas 2% das lesdes induzidas por esse virus
evoluirdo para invasao, demonstrando que sao necessarios outros eventos

moleculares para o surgimento do fendétipo invasivo (SILVA et al. 2004).

B Diagnéstico do CEC

A maioria das pacientes apresenta nédulo ou massa vulvar, embora
muitas vezes acompanhado por uma longa histéria de prurido, geralmente
associada a uma distrofia vulvar (HACKER 2009; DE MELO MAIA et al.
2013).

No exame fisico, a lesdo geralmente € elevada e pode ser
consistente, ulcerada, leucoplasica, ou verrugosa na aparéncia. Lesdes
verrugosas sao muitas vezes inicialmente diagnosticadas como condiloma
acuminado (HACKER 2009).

Carcinomas de células escamosas da vulva podem ocorrer em
grandes labios, entretanto os pequenos labios, clitéris e perineo também tém
sido considerados sitios primarios. Aproximadamente 10% dos casos séo
demasiadamente extensos para determinar um local de origem, e cerca de

5% dos casos sao multifocais (HACKER 2009). DE MELO MAIA et al (2013)
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observaram que a maioria dos tumores (72,20%) afetaram a regiao vulvar de
forma unilateral. Apenas 20% dos tumores foram bilaterais, 4,74% estavam
localizados centralmente, e 2,71% afetada a linha média da vulva.

Aproximadamente 40% das pacientes com esta neoplasia ndo sao
diagnosticadas até que a doencga atinja estadios avangados. Essa falha no
diagndstico torna-se mais significativa quando se comparam 0s progressos
no conhecimento da etiologia e etiopatogenia do céncer vulvar.
Considerando que este tumor € uma doenca da superficie da pele, espera-
se que o diagndstico seja precoce, entretanto, a maioria dos casos é
diagnosticada quando os sinais e sintomas ja estdo presentes por mais de
um ano (DE MELO MAIA et al. 2013).

O diagnostico requer bidpsia (fragmento de tecido retirado da lesao
suspeita), que deve incluir a derme subjacente e tecido conjuntivo, de modo
que o patologista possa avaliar adequadamente a profundidade e natureza
da invasdo estromal. E preferivel deixar a lesdo primaria in situ, se possivel,

para permitir o tratamento adequado (HACKER 2009).

Cc Estadiamento do CEC

O sistema de estadiamento clinico baseado na classificagao TNM foi
adotado pela Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO),
em 1969, tendo como base uma avaliacdo clinica do tumor primario e
linfonodos regionais e uma busca limitada de metastases a distancia
(HACKER 2009). Entretanto, essa avaliacédo € imprecisa em 25% a 30% dos

casos. Metastases microscépicas podem estar presentes em ganglios que
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nao sao clinicamente suspeitos, e ganglios suspeitos podem estar
expandidos devidos, apenas, a inflamagdo (HOMESLEY et al. 1991). Desta
forma, em 1988, o Comité da FIGO introduziu um sistema de estadiamento
cirargico modificado para o carcinoma de vulva (HACKER 2009).

A frequente discrepancia entre o estadiamento clinico e os achados
cirargico-patoldgicos levou a FIGO e American Joint Committee on Cancer a
atualizarem a classificacado, correlacionando o sistema FIGO com o TNM
(Quadro 1) (PECORELLI 2009), levando em consideragdo o acometimento

linfonodal (MOORE et al. 2009; HACKER 2009).
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Quadro 1 - Estadiamento FIGO para carcinoma de vulva (2009).

Estadio FIGO Achados Clinicos/Patolégicos
Estadio | Tumor confinado na vulva
1A Lesbes < 2 cm na maior dimensao, confinadas a vulva ou perineo
e com invasao estromal < 1.0 mm*, sem metastase linfonodal
B Lesbes > 2 cm na maior dimens&do com invasao estromal >1.0
mm*, confinada na vulva ou perineo, com nédulos negativos
Estadio Il Tumor de qualquer tamanho com disseminagao adjacente (1/3
uretra inferior, 1/3 vagina, &nus); sem metastase linfonodal
Estadio lll Tumor de qualquer tamanho com ou sem disseminacao adjacente
(1/3 uretra infeiror, 1/3 vagina, anus) com metastase linfonodal
inguino-femoral
A (i) 1 linfonodo acometido (=5 mm)
(i) 1-2 linfonodo(s) acometido(s) (<5 mm)
B (i) 2 ou mais metéstase linfonodais (25 mm)
(ii) 3 ou mais metastase linfonodais (<5 mm)
1]{e; Linfonodos positives com disseminagéo extra-capsular
Estadio IV Tumor invade outras estruturas regionais (2/3 uretra superior, 2/3
vagina) ou estruturas distantes
IVA Tumor que invade qualquer uma das seguintes regides:
(i) uretra superior e/ou mucosa vaginal, mucosa da bexiga,
mucosa retal, ou fixacdo ao osso pélvico
(i) linfonodos inguino-femorais fixos ou ulcerados
IVB Qualquer metastase a distancia incluindo linfonodos pélvicos
Sistema TNM
Tis As células cancerigenas estao in situ
T1 O tumor esta limitado a vulva ou perineo.
T1a O tumor tem até 2cm de didmetro.
T1b O tumor tem mais do que 2 cm de didmetro.
T2 O tumor pode ser de qualquer tamanho e esta crescendo no anus
ou no 1/3 inferior da vagina ou da uretra.
T3 O tumor pode ter qualquer tamanho e esta crescendo na parte
superior da uretra, bexiga, reto ou 0sso pubico.
NO Auséncia de linfonodo comprometido.
N1 Disseminacgao para < 2 linfonodos da virilha
N1a Disseminacgap para < 2 linfonodos e as areas de disseminagéo
estdo a menos de 5 mm
N1b Disseminagao para um linfonodo € a area de disseminagao esta
dentro de 5 mm ou mais
N2 Disseminacgao para >2 linfonodos da virilha
N2a Disseminacgao 23 linfonodos, mas cada area de disseminagao é <
5mm
N2b Disseminacgao =3 linfonodos, mas cada area de disseminacgao é >
5mm
N2c Disseminacgao para os linfonodos e extracapsular
N3 Disseminacgao para os linfonodos, causando Ulceras ou fazendo
com que o linfonodo fique preso ao tecido abaixo
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

*A profundidade de invasédo é definida como a medida do tumor a partir da jungao epitélio-estromal da papila
dérmica adjacente mais superficial para o ponto mais profundo de invasao.

Fonte: Adaptado de PECORELLI (2009).
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D Vias de disseminagao do CEC

A disseminacdo do CEC pode ocorrer por trés vias: extensao direta,
que envolve estruturas adjacentes, como a vagina, uretra e anus; por meio
de embolizagdo linfatica, que atinge os linfonodos regionais; e por
disseminagao hematogénica, para locais distantes, incluindo os pulmdes, o
figado e os ossos (HACKER 2009).

Metastases linfaticas podem ocorrer no inicio da doenca. Inicialmente,
a disseminacgao € para os linfonodos inguinais, que estao localizados entre a
fascia de Camper e a fascia lata. A partir desses linfonodos inguinais
superficiais, a doenga propaga-se para os linfonodos femorais (HACKER
2008; CHU et al. 1981; HACKER et al. 1983; PODCZASKI et al. 1990).

Metastases para linfonodos pélvicos sao raras, a frequéncia global é
de aproximadamente 9%. Cerca de 20% das pacientes com ganglios
inguinais positivos tém linfonodos pélvicos positivos (VAN DER VELDEN e
HACKER 1994). Metastases ganglionares pélvicas sédo raras na auséncia de
suspeita clinica (N2) e ganglios na virilha (HACKER 2009). Evidéncias
sugerem que todas as pacientes com trés ou mais nédulos pélvicos positivos
apresentam um tumor com >4 mm (HACKER 2009).

A disseminacdo hematogénica geralmente ocorre tardiamente no
curso da doencga e é rara na auséncia de metastase linfonodal. Esta via é
incomum em pacientes com um ou dois linfonodos positivos, mas é mais
comum em pacientes com trés ou mais linfonodos positivos (VAN DER

VELDEN e HACKER 1994).
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E Tratamento do CEC

Apds o trabalho pioneiro de Taussig nos Estados Unidos e Way na
Gra-Bretanha, vulvectomia radical e disseccao bilateral dos linfonodos
inguinais e pélvicos em bloco foram consideradas o tratamento padréao para
a maioria das pacientes com cancer vulvar operavel. Embora a taxa de
sobrevida tenha aumentado significativamente com esta conduta agressiva,
a morbidade cirurgica, os disturbios da fungdo sexual e da imagem corporal
levaram a modificagcdes desse plano de tratamento nos ultimos 20 anos
(HOLSCHNEIDER e BEREK 2008).

As opcgoes de tratamento para o CEC se baseiam no sistema de
estadiamento cirurgico com base em critérios estabelecidos pela FIGO, que
incluem variaveis relacionadas a doenga primaria (estagio inicial ou
localmente avancado) e ao acometimento linfonodal (negativo ou
positividade ipsilateral ou bilateral) (HOMESLEY et al. 1991).

Para o tratamento de CEC em fase inicial, a excisao radical da lesdo
com 1 cm de margem livre € considerada adequada (CHAN et al. 2007).
Embora a vulvectomia radical tenha sido considerada como o tratamento
padrao para a lesao vulvar primaria, esta operacdo esta associada a
perturbagdes significativas da imagem corporal e fungao sexual. DISAIA et al
(1979) consideraram o disturbio psicossexual como a principal morbidade a
longo prazo associados com o tratamento de cancer vulvar. ANDERSEN e
HACKER (1983) relataram que, quando comparadas com mulheres adultas
saudaveis, a excitagdo sexual foi reduzida em 8% apds se submeteram a

vulvectomia.
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Para lesbes na regiao anterior da vulva, que envolvem o clitoris ou
estdo proximos a ele, qualquer tipo de excisao cirurgica tem consequéncias
psicossexuais, particularmente em pacientes mais jovens (CHAN et al.
2004). Nestes casos, deve-se considerar o tratamento com radioterapia e
bidpsia apds as sessdes para verificacdo da auséncia ou qualquer doenca
residual (HACKER 2009).

O acometimento linfonodal representa invariavelmente o mais
poderoso preditor do resultado (CAVANAGH et al. 1990; HOMESLEY et al.
1991); o risco para metastases linfonodal € insignificante para mulheres com
tumores T1 e inferior a 1 mm de invasdo estromal, na verdade, nestes
casos, evita-se a dissecgao linfonodal bilateral inguinofemoral radical, que
acarreta morbidade (como linfedema) e a conduta deve, por conseguinte,
ser individualizada (HINTEN et al. 2011). A abordagem do linfonodo
sentinela é atualmente considerada validada para neoplasias em estagio
inicial com didametro < 2 cm (OONK et al. 2010a.

Para doencga em estagio inicial > 2 cm, a dissecgéao linfonodal bilateral
inguinofemoral radical é recomendada (ROUZIER et al. 2003). O
procedimento pode ser realizado em casos em que a lesao esteja localizada
lateralmente em grandes labios ou bilateralmente em casos em que a
doenga afeta linha média (incluindo pequenos labios, periclitoral, periuretral
ou perianal) (OONK et al. 2010b.

Quando o CEC surge na presencga de NIV ou algum disturbio epitelial
nao neoplasico, o tratamento é influenciado pela idade da paciente. As

pacientes idosas que muitas vezes tinham coceira crénica em longo prazo
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geralmente ndo sdo perturbadas pela perspectiva de uma vulvectomia
radical. Em mulheres mais jovens, é desejavel conservar o maximo possivel
da vulva; assim, a excisao local radical deve ser realizada para a doenca
invasiva, e a doenca associada deve ser tratada da forma mais apropriada
(HACKER 2009; BAIOCCHI e ROCHA 2014).

Para o tratamento do carcinoma vulvar localmente avancado com
envolvimento vaginal, uretral, ou anal, a quimioirradiacdo € a opgao mais
adequada. Neste contexto, o acometimento linfonodal pode preceder o inicio
da radioterapia (DE HULLU e VAN DER ZEE 2006).

O acompanhamento clinico destas pacientes inclui exames para
observar o estado nodal na regido vulvar e vaginal em periodo de trés a seis
meses. A indicagdo de exames de rotina de imagiologia morfolégica ou
metabdlica deve ser individualizada (LEONARD et al. 2014).

Os CECs sao geralmente diagnosticados em um estagio ainda
passiveis de tratamentos potencialmente curativos, incluindo cirurgia e / ou
radioterapia, com ou sem quimioterapia. No entanto, varios pacientes
apresentam doenga metastatica no momento do diagndstico, entre aqueles,
30-50% irao apresentar recidiva, e nao responderao de maneira eficiente ao
tratamento (DE MELO MAIA et al. 2012; SANTEUFEMIA 2012).
Recorréncias locais ou regionais e metastases a distancia tém um papel
fundamental na progressdo do CEC e o mecanismo subjacente a sua

ocorréncia ainda é mal-compreendido.
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1.2 TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMA NA PROGRESSAO

DO CANCER

O primeiro de muitos passos que levam ao surgimento de um fenétipo
invasivo, para a aquisi¢ao do local de invasao, envolve as mais importantes
trocas no fendtipo de células do cancer dentro do tumor primario. A
organizacdo das camadas das células epiteliais em tecidos normais €
incompativel com a motilidade e a invasividade, apresentadas por células de
carcinoma, ainda que esse plano de organizagao epitelial continue a ser
respeitado em muitos carcinomas primarios. Desta forma, com o objetivo de
adquirir motilidade e invasividade, as células de carcinoma devem alterar
muito o seu fendtipo epitelial e sofrer uma drastica mudancga - a transigao
epitélio-mesénquima (EMT) (WEINBERG 2007).

No processo morfogenético conhecido como EMT, as células perdem
suas caracteristicas epiteliais, ou seja, nao se encontram mais organizadas
em camadas, onde estavam fortemente aderidas umas as outras por meio
do complexo juncional apical, e passam a apresentar o programa
transcricional caracteristico de células mesenquimais (BERX et al. 2007),
onde as células se associam entre si somente nos contatos focais e ndo
formam uma camada celular organizada, o que permite uma maior
motilidade celular (WEINBERG 2007).

A EMT desempenha um papel crucial durante a organogénese

(especificamente durante passos da gastrulagdo em embriogénese inicial),
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na manutencao da integridade epitelial (como na cicatrizacdo de ferimentos)
e no processo de progressao tumoral (SABBAH et al. 2008).

A forte semelhancga entre processos patoldgicos da invasividade do
tumor, os passos normais da embriogénese e a manutencgao tecidual sugere
que o programa complexo exibido por células do carcinoma depende da
reativagao de programas comportamentais latentes cuja expressdo em geral
€ confinada a embriogénese inicial e a tecidos adultos lesionados. Assim,
uma vez que as células do carcinoma reativam o programa de EMT, elas
podem explora-lo para mudar profundamente sua propria morfologia,
motilidade e habilidade para invadir camadas de células proximas. Isso
implica em multiplas mudancas no fendtipo celular associadas a
invasividade ndo necessitam ser adquiridas gradativamente pelas células do
carcinoma, mas simplesmente a ativagdo de um programa morfogenético
que ja esta codificado nos seus genomas (WEINBERG 2007).

A execugao do programa de EMT envolve, além das alteragdes na
forma e aquisicdo de motilidade, mudangas fundamentais no perfil de
expressdo génica das células. Essas mudangas s&o influenciadas por
fatores de crescimento (TGF-B, EGF), fatores de transcricdo (SNAIL,
SMAD), moduladores do citoesqueleto (RhoGTPases), proteases
extracelulares (metaloproteinases de matriz), moléculas envolvidas na
adesao intercelular (caderinas-cateninas) e adesao entre célula e lamina
basal (integrinas) (THORESON et al. 2000). Além disso, extensivas

evidéncias implicam em sinais estromais como elementos-chave na indugao
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de EMT, porém ainda € mal compreendido como o complexo programa de
EMT é coordenado nas células epiteliais (WEINBERG 2007).

De modo importante, a EMT é somente uma troca temporaria no
fendtipo da célula. Depois que as células em migragdo se moverem para a
posicdo e cobrirem o sitio da lesdo, elas reconstruiram o epitélio pela
reversao para o estado epitelial via o programa chamado de transigao
mesenquimal-epitelial (MET). Essa reversdo sugere que EMT com
frequéncia € iniciada por sinais que as células tumorais possuem no
ambiente. A reversibilidade de EMT explica uma pecularidade de muitas
metastases. O aspecto frequentemente observado em metastases humanas,
em nivel histopatologico, é o crescimento secundario se assemelhando ao
tumor primario, a massa tumoral apresenta células invasivas que
supostamente passaram por EMT com o objetivo de iniciar a disseminagao
da metastase. E plausivel, embora ndo comprovado, que todos os tipos de
carcinoma sofram uma EMT parcial ou completa, para adquirirem
capacidade de invadir outros 6rgaos (DEVITA et al. 2011) e apds a formagéao
da metastase passem transientemente pela MET e reverta ao fendtipo de

seus ancestrais (WEINBERG 2007) (Figura 5).
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Figura 5 - Reversibilidade de EMT. Células de cancer epitelial na margem do

carcinoma primario sob EMT invadem o estroma e se tornam mesenquimais (células
vermelhas). Essa mudanga parece iniciada por sinais que essas células recebem do
estroma associado ao tumor. O fendtipo mesenquimal permite a tais células invadir
localmente, intravasar e, extravasar para o parénquima de um tecido distante. Uma vez que
tenham estabelecido nesse tecido, essas células se encontram em um novo tipo de
ambiente estromal, sem os sinais que previamente induziram seus ancestrais a passarem
por EMT. Isso permite que elas revertam o fenétipo epitelial via MET.

1.2.1 Sinais do estroma que induzem a EMT

Evidéncias tém revelado que o envolvimento de certos sinais
heterotipicos, originados no estroma reativo de carcinomas primarios,
afetam as células tumorais localizadas nas margens externas da massa de
células epiteliais, e induzem estas células a sofrerem EMT (WEINBERG
2007).

O TGF-B é um potente indutor de EMT, pois pode se associar ao
TBR-I ou TRR-Il e desencadear uma cascata de sinalizagdo dependente de
Smad, para ativar fatores transcricionais, como Lef-1/Tcf, conhecidos por

atuar em processos como escape da apoptose e degradagdo da matriz
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extracelular. Além disso, TGF-B pode atuar numa cascata de sinalizagao
independente de Smad, mimetizando um sinal desencadeado por um
receptor tirosinaquinase, que ativa vias de sinalizagao, como a Ras/MAPK,
PI3K, Rho e Rac (MEDICI et al. 2006). Estudos in vivo tém demonstrado que
a exposicao a TGF- B, de células epiteliais mamarias ras-transformadas
EpRas de camundongos, resultaram na perda progressiva da morfologia
epitelial e na redugdo de marcadores epiteliais, como citoqueratinas e E-
caderina. Ao mesmo tempo, essas ceélulas transformadas adquiriram
marcadores mesenquimais, incluindo vimentina, e se assemelharam
morfologicamente a fibroblastos (JANDA et al. 2002).

A ativacao da via Ras/MAPK por TGF-B é conhecida por acentuar a
expressdo de SNAIL, um repressor transcricional da E-caderina (MEDICI
2006). Por outro lado, a sinalizagao pela via WNT também pode induzir a
expressao de outro repressor de E-caderina, SLUG, representando uma das
principais vias relacionadas a EMT (BAUM et al. 2008). Similarmente, a via
Src tem participado ativamente deste processo. Recentes estudos vém
mostrando que a proteina Src pode atuar na fosforilacdo da proteina B-
catenina, causando desorganizagdao do complexo E-caderina/catenina,
perda da adesao célula-célula e liberagao de [3-catenina para o citoplasma,
podendo atuar na via de sinalizacdo Wnt. A proteina Src atua também na
fosforilagdo de diversas proteinas associadas ao citoesqueleto, como a
vinculina, paxilina e cortactina, sugerindo sua participagdo na migragao e

invasao celular (GUARINO et al. 2007; BAUM et al. 2008).
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TGF-B também ativa a via NF-kB em células epiteliais. Essa
sinalizagdo parece ser critica para a inducdo e manutengcdo da EMT
(HUBER et al. 2004).

Outros sinais vém se revelando como importantes indutores da
invasividade das células de carcinomas. A presenca de grande numero de
macrofagos e a produgdo do fator estimulador de colénias 1 (CSF-1) tém
influenciado o comportamento invasivo e metastatico das células de
carcinoma primario (WYCKOFF et al. 2004; GOSWAMI et al. 2005).

Essas evidéncias, portanto, sugerem que a aquisicao de tragos de
malignidade por células tumorais, incluindo indugédo de EMT, ndo é apenas
coordenada pelo genoma dessas células, mas partem de uma colaboragéo
entre alelos mutantes e sinais que estas células recebem de alguns
microambientes teciduais (Figura 6). Embora, as identidades precisas
desses sinais estromais e seus mecanismos combinatorios de agao ainda

nao estejam elucidados.
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Figura 6 - Sinais que iniciam a EMT. Esse diagrama representa a visdo dos canais

de sinalizacdo originados do estroma, que influenciam as células a passarem por EMT

parcial ou completa.

1.2.2 A EMT associada a perda de marcadores epiteliais e a aquisicao
de marcadores mesenquimais

Durante a ativagado do processo de EMT, a perda de adesao célula-
célula é principalmente dirigida pela E-caderina, marcador de célula epitelial,
que frequentemente se encontra menos expressa ou realocada em células
derivadas de carcinomas. Essa molécula atua como a principal reguladora
da EMT, sendo modulada por diversas vias de sinalizagdo, como aquelas
desencadeadas pelos receptores de TGF-B (TBR), a via Wnt e a via Src

(BAUM et al. 2008; WELLS et al. 2008).
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As caderinas formam uma superfamilia de glicoproteinas
responsaveis pela adeséao intercelular calcio-dependente, que interagem de
maneira homofilica célula-célula. Apresentam uma regido extracelular, uma
regido transmembrana e uma regido citoplasmatica ou intracelular.
Estruturalmente, a regido extracelular forma dimeros laterais na superficie
celular que interagem com dimeros da célula oposta. No dominio
citoplasmatico, as caderinas ligam-se as proteinas denominadas cateninas
(RIEGER-CHRIST et al. 2001).

O papel essencial de E-caderina na aquisicdo de fendtipos celulares
malignos € sustentado por observagdes indicando que o gene CDH1, que
codifica esta proteina, € reprimido por metilacdo no promotor em muitos
tipos de carcinoma humanos invasivos e, em outros casos por certos
repressores transcricionais, alterando a fase de leitura. Agentes
desmetilantes vém sendo usados para confirmar a associagao desse evento
com o processo de aumento do potencial maligno. Por exemplo, a utilizagao
do 5-aza-2-deoxicitidina (5AzaC) provocou um aumento da agregacéao
celular, diminuicdo da motilidade e supressdo de metastase em células de
cancer de mama (VAN ROY e BERX 2008). Corroborando com esses
dados, LIU et al (2008) demonstraram que a deacetilagdo da lisina 9 da
histona H3 levava a diminui¢cao da expressao da E-caderina em cancer colo-
retal.

A diminuicdo da expressao da E-caderina pode amplificar também a
resposta da via canbnica Wnt, que esta envolvida com a estabilizacdo do

pool citoplasmatico de [(-catenina. Desta forma, a B-catenina pode se
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translocar para o nucleo, podendo ativar fatores transcricionais da familia
Tcf, induzindo diversos eventos relacionados ao processo tumorigénico, tais
como aumento da proliferagao celular, escape da apoptose e aumento do
potencial invasivo (FUCHS et al. 2005; JEANES et al. 2008) (Figura 7).

Na progressao de alguns carcinomas também pode ser observada a
clivagem do dominio extracelular da E-caderina, resultando na E-caderina
soluvel (sE-cad) e na liberagdo do dominio intracelular para o citoplasma.
Algumas metaloproteases, tais como MMP-3, -7 e -9, tém sido descritas
atuando nesse processo de clivagem. Subsequentemente, a sE-cad pode
atuar de maneira paracrina, se associando ao dominio extracelular da E-
caderina de células adjacentes e levando a uma desorganizagao da jungao
aderente. J4 o dominio intracelular, pode ser translocado para o nucleo e
ativar genes relacionados com o processo tumorigénico, como ciclina D1,
AP-1e STAT1/STAT2 (ll et al. 2006; SALAHSHO et al. 2007; SYMOWICZ et
al. 2007). No cancer colorretal, a redugao da expressao da E-caderina indica
um mau progndstico, sendo correlacionada com o aumento da invasividade
tumoral, desenvolvimento de sitios metastaticos e uma menor taxa de
sobrevida (KWAK et al. 2007). Semelhantemente, ocorre em carcinomas
vulvares, onde a expressao anormal de E-caderina esta relacionada com o
alto grau patolégico e presenga metastase linfonodal (ZANNONI et al. 2011;
JIA et al. 2013).

A molécula [3-catenina é outra proteina que exerce papel importante
na juncao célula-célula. Essa proteina é responsavel pela estabilizagdo do

complexo caderina-catenina e a sua perda esta relacionada a eventos de
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EMT. Normalmente, essa proteina se apresenta em trés estados. Ela pode
estar ligada ao dominio citoplasmatico de receptores de adesao célula-
célula, como E-caderina. Alternativamente, de forma totalmente
desvinculada, ela existe em um reservatorio soluvel no citosol, onde recicla
rapidamente. E, finalmente, pode operar no nucleo como um importante
componente de fatores de transcricdo (WEINBERG 2007), dependente da
ativagdo da via de sinalizacdo Wnt/Wingless, a qual ativa também os fatores
de transicdo LEF/Tcf, que, por sua vez, ligados a R-catenina controlam a
transcricdo de genes, como ciclina D1, MYC e MMPs, podendo levar a
proliferagcéo celular e inibicdo de apoptose (BEHRENS 1999) (Figura 7).

N&o esta claro, se os dois reservatorios de moléculas de R-catenina,
aqueles que contribuem para a formacédo de jun¢des aderentes e aqueles
envolvidos na regulagao da transcrigdo, estdo em equilibrio um com o outro
ou se estdo totalmente segregados em dois compartimentos em
desequilibrio na célula. Portanto, em células que perderam E-caderina,
pode-se esperar que B-catenina seja liberada e, assim, torne-se disponivel
para a translocagao nuclear e ativagao transcricional, entretanto, em alguns
carcinomas que apresentam mutacdes em E-caderina, a sinalizacdo nuclear
de R-catenina n&o parece estar acima dos niveis normais (DEVEREUX et al.
1999). Em muitos carcinomas, incluindo mama, prostata, figado, colon,
endométrio e ovario mutagdes no gene que codifica R-catenina (CTNNBT)
tém produzido uma proteina que nao pode ser mais fosforilada por GSK-33
€, como consequéncia passa a acumular-se no nucleo (WEINBERG 2007)

(Figura 7).
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Células epiteliais que sofreram EMT frequentemente comecam a
produzir fibronectina, uma proteina da matriz extracelular que ¢é
normalmente secretada apenas nas células mesenquimais, como o0s
fibroblastos, N-caderina, que é adquirida no lugar de E-caderina, formando
pontes intermoleculares mais frageis do que aquelas formadas por
homodimeros de E-caderina, e por fim, Vimentina, um componente
filamentoso intermediario do citoesqueleto de células mesenquimais
(WEINBERG 2007) (Figura 7).

Experimentos in vitro tém demonstrado que a expressao ectdpica de
N-caderina, uma proteina que aumenta a afinidade das células epiteliais
com células do estrom, induz a aquisicdo de motilidade e invasividade, como
indicado pela habilidade em romper matriz extracelular reconstruida e
introduzida na placa de cultura (HAASS et al. 2004). Resultados
semelhantes também tém correlacionado a expressao de Vimentina com a
presenca de tumores com alto grau patolégico e caracteristicas mais
agressivas, incluindo metastase linfonodal em carcinomas de cabeca e
pescoco (DE ARAUJO et al. 1993).

A desorganizacdo do complexo E-caderina/catenina e a aquisi¢ao de
marcadores mesenquimais tém sido associadas a eventos que
desencadeiam o processo tumorigénico. Dessa forma, sua correta regulagéo
atua de maneira crucial para modular processos fisiolégicos variados, tais

como apoptose, proliferagao e motilidade celular.
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1.2.3 EMT é programada por fatores de transcrigdao: TWIST, SNAIL1 E
SNAIL2(SLUG)

Genes primariamente descritos como importantes no controle da
embriogénese, como o TWIST-1, SNAIL-1 e SNAIL-2 (SLUG) tém sido
descritos como fatores de progndstico e progressao de algumas neoplasias.
A ativacdo destes fatores de transcricdo leva a indugdo de alteragdes
fenotipicas tornando as células caracteristicamente células tronco (MOODY
et al. 2005).

SNAIL e SLUG sao membros dos fatores de transcricdo do tipo dedo
de zinco C2H2. Esses fatores parecem operar bastante como repressores
de transcricdo. Ambos foram descobertos por serem habeis em reprimir a
transcricdo do gene CDH1, codificador da proteina E-caderina. A perda de
expressao de E-caderina leva a mudancgas fenotipicas associadas a EMT
(WEINBERG 2007) (Figura 7).

Estudos tém evidenciado uma associagdo entre o aumento de
expressao de Snail1 e Slug e pior progndstico em tumores de mama, ovario,
pulméo e carcinoma epidermdide de eséfago (MARTIN et al. 2005; SHIH et
al. 2005; UCHIKADO et al. 2005). O aumento da expressao destes fatores
de transcricdo tem sido correlacionado com metastase linfonodal e
diminuicao da sobrevida livre de doenga em muitos tumores (MOODY et al.
2005). KOJC et al. (2009) demonstraram que o aumento de expressao de
SNAIL, SLUG e TWIST, tanto dos niveis de mRNA quanto protéico,
presumivelmente leva a eventos de EMT, resultando na progressao tumoral

e metastase (YUEN et al. 2007). Além disso, a expressao de SNAIL foi
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encontrada em células de carcinoma do ducto mamario humano que nao
expressam E-caderina. Altos niveis de expressdao de TWIST sao
encontrados em carcinomas lobulares mamarios invasivos e, em uma
extensdo menor, em células de carcinoma invasivas do ducto (YANG et al.
2004). Similarmente, a proteina TWIST é expressa, preferencialmente, em
um subtipo “difuso” de carcinoma gastrico e, em menor extensao, no subtipo
“intestinal” de carcinomas gastricos (ROSIVATZ et al. 2002).

Ambos, TWIST e SLUG, capacitam as células a resistirem a apoptose
e anoikis e protegem células em metastase de alguns estresses fisioldgicos
que poderiam normalmente causar a morte antes de chegarem a tecidos
distantes e formarem micrometastases (WEINBERG 2007).

A descoberta de fatores de transcricdo que induzem a EMT sugere
que a formagao de muitos fenétipos malignos pode surgir por mudangas néo
genéticas, como sinais heterotipicos de origem estromal. Além disso, o alto
numero de caracteristicas associadas a malignidade poderia também ser
adquirido concomitantemente porque os fatores de transcricdo, uma vez

expressos, agem de modo pleiotrépico (WEINBERG 2007).
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Figura 7 - Processo de EMT e suas mudangas moleculares. Esse quadro

representa uma visdo bastante simplificada dos canais de sinalizagdo que influenciam
células epiteliais a passarem por uma EMT. E provavel que EMT seja normalmente
disparada em resposta a uma mistura de sinais que as células tumorais receberam no

estroma junto com sinais intracelulares, como os liberados pelos fatores de transcrigao.

1.3 EVENTOS DE EMT NO TRATAMENTO DO CANCER

As evidéncias acumuladas nos ultimos anos indicam que a EMT &€ um
processo critico ndo s6 no desenvolvimento, mas também na tumorigénese.
Por sua associagdo com a invasido e os primeiros passos da metastase, a
inibicio da EMT aparece como uma estratégia viavel para novas
abordagens da terapia de cancer. No entanto, devido ao complexo circuito
de vias de sinalizagao ativas neste processo, como a via PISBK/mTOR, ativa
em muitos tumores (Figura 8), é provavel que a implantagdo efetiva da

terapéutica anti EMT n&o seja muito simples.
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Figura 8 - Esquema das vias de transdugdo de sinal associadas com a

EMT. Os desfechos finais do processo de EMT estdo representados nos retangulos. RTK:

receptor tirosina-quinase.

Dados recentes também demonstram que o processo de EMT parece
desempenhar um papel na resisténcia a drogas (IWATSUKI et al. 2009;
ZLOBEC e LUGLI 2010). Assinaturas génicas do processo de EMT tém sido
correlacionadas com a presencga de resisténcia a drogas em modelos de
carcinoma de mama, ovario, pulmdo e bexiga (MCCONKEY et al. 2009;

CHANG et al. 2010; HELLEMAN et al. 2010; ISERI et al. 2011). Dados
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adicionais sugerem que a EMT contribui direta ou indiretamente para a
aquisigao deste evento, por alterar a expressdo de genes-chave, envolvidos
na regulagcdo do ciclo celular, transporte de drogas e apoptose (Figura 8)
(WU e BONAVIDA 2009; SAXENA et al. 2011).

Recentemente, dados revelam a participacao do processo de EMT na
resisténcia em terapias a base de platina (MOUSTAKAS e HELDIN 2007).
Em linhagens de cancer de ovario, uma regulagdo positiva de SNAIL e
SLUG foi correlacionada com a resisténcia a radiagéo e paclitaxel (KURREY
et al. 2009). ZHANG et al. (2014) demonstraram que o desenvolvimento de
resisténcia a cisplatina, em modelos in vitro de carcinomas de nasofaringe,
estava acompanhado por eventos de EMT e aumento de metastase em
modelos in vivo. Adicionalmente, HARA et al. (2014) mostraram que a
expressao de E-caderina, foi significativamente menor nos tumores residuais
comparados com tumores que nao receberam tratamento, sendo
correlacionada inversamente com a expressao de SNAIL. Desta forma, a
reducdo da expressao de E-caderina e o aumento da expressao de Snail em
tumores residuais de pacientes que receberam quimioterapia foi
significativamente correlacionada com pobre resposta a quimioterapia e
menor tempo de sobrevida (HARA et al. 2014). Assim, elucidar a associagao
entre resisténcia a drogas e EMT pode facilitar o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento de tumores quimiorresistentes e
metastaticos, principalmente pela ativacdo de vias importantes para

manutencdo das células tumorais, como a via PISK/mTOR, ativada na
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maioria dos tumores, entretanto, em carcinomas de vulva ainda ndo esta

claro seu papel.

1.3.1 A via de transducao de sinal PI3K: novos alvos terapéuticos

A via PIBK/AKT/mTOR é um alvo terapéutico validado em varios
tumores. Recentes estudos tém mostrado que a via fosfatidilinositol 3’-
quinase (PI3K) pode desempenhar um papel no desenvolvimento de
resisténcia a terapias, uma vez que a superativacdo desta via tem sido
demonstrada em mais de 60% dos tumores. Além disso, a sua inibicao
também poderia ser um mecanismo de sensibilizacao de células tumorais
por facilitar a ativacdo da maquinaria apoptética, sendo um possivel alvo na
terapia contra o cancer (HILL e HEMMINGS 2002).

A enzima fosfatidilinositol 3’-quinase (PI3K) é uma quinase de lipideo
altamente conservada que fosforila o grupamento 3’-hidroxila do anel inositol
dos fosfoinositideos. Esta reacdo tem inicio em resposta a fatores de
crescimento, como EGF (epidermal growth factor), ou hormonios peptidicos,
por exemplo, a insulina, ou ainda componentes da matriz extracelular (FEIG
1993; MORGENSZTERN e MCLEOD 2005). Essas moléculas recrutam
proteinas que apresentam dominio homélogo a pleckstrin (PH), para a
membrana plasmatica, como as serina/treonina quinase Akt e PDK-1
(quinase fosfatidilinositol dependente 1) (FRESNO et al. 2004). Por meio
desta reacao varias vias de sinalizagao intracelulares sdo ativadas, dentre
elas a via mTOR (mammalian target rapamycin) e fatores de transcricao,

como Slug, que regulam funcgdes celulares diversas, tais como metabolismo,
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proliferacéo, diferenciagao e estimulos anti-apoptoéticos, bem como o trafego
de vesiculas intracelulares (ORCY et al. 2008).

Os membros da familia da PI3K s&o agrupados em trés classes (I, Il
ou lll), de acordo com sua estrutura e substratos especificos (ENGELMAN et
al. 2006). Os representantes mais bem estudados desta familia sdo os
membros da classe |, por constituirem uma das principais vias de
transducao de sinal ativadas por receptores de membrana (HAWKINS et al.
2006). Esta classe ¢é dividida em subclasses IA e IB baseada na subunidade
reguladora. Compreendendo a classe |A estdo os heterodimeros compostos
de uma subunidade reguladora p85 e uma subunidade catalitica p110, que é
composta por quatro isoformas, a, B, y e & (HENNESSY et al. 2005;
VANHAESEBROCK e ALESSI 2000). O desenvolvimento de inibidores
especificos destas isoformas tem atraido atencdo entre pesquisadores e
companhias farmacéuticas, aguardando o surgimento de novas drogas
candidatas especificamente para o tratamento do cancer com minimos
efeitos colaterais (KONG e YAMORU 2007).

Trés categorias principais de inibidores de PI3K tém sido
desenvolvidas: os agentes que visam PI3K/mTOR (inibidores duais),
inibidores pan-PI3K, que englobam todas as isoformas da classe |, e os
inibidores de isoformas especificas que tém como alvo seletivamente as
isoformas a, -B,-y ou—0 (JABBOUR et al. 2014) (Figura 9). Diversos desses
inibidores foram reportados, demonstrando efeitos anticancer in vivo, como
os inibidores de primeira geragcao LY294002 (VLAHOS et al. 1994) e

wortmanina (OKADA et al. 1994) e no entanto, falharam na triagem clinica
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por causarem toxicidade a derme e figado, respectivamente (HU 2000; IHLE
et al. 2005).

Diante disso, novos inibidores especificos tém sido desenvolvidos,
como NVP-BEZ235, SF1126 e ZSTK474 que tém demonstrado serem

drogas promissoras no tratamento do cancer (KONG e YAMORU 2009; LIU

et al. 2009).

<" Mutado em cancer : Anti s Monoclonais
A | i GFR (EGFR, HER2, MET. FGFR) 33{."" be (EGF R)
o Fosforilagdo ok \ -

Transtuzumabe (HER2)

Inibidores AKT Inibidores Tirosina

Perifosine / \ Quinase

MK-2206 Erlotinibe (EGF
GDC-0068 _ 19p85) Lapatinibe (EGFR/HER2)
GSKB90593 ~~ : &

I ; Inibidores Pan-PI3K _ E
-~ XL147 '
@ -.-‘H‘"m BKM120 @
= GDC-p941
¥PR Inibidores PI3K-mTOR
Inibidores mTORC1 BEZ235

Sirolimus KL765 —

Everolimus o \ GOC-0390 T ETS
Temsirolimus L BN GSK1059615
Ridaforolimus ' Inibidores de isoformas N '

Inibidores mTOR 142 @@ P aEeRl ) espec(ificas de PI3K- e
INK128 CAL-101 (p1 105} &
AZDB055 Apoptose Sintese de INK1117 (p110a)
051-027 Ciclo Celular proteinas, BYL719 (p110a)
Metabolismo crescimento
celular,
proliferagdo
celular

Fonte: Adaptado de RONDON et al. (2013).
Figura 9 - Via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR e drogas relevantes que tém

como alvo cada um dos componentes da via. Numerosos compostos tém sido
desenvolvidos para inibir diferentes passos da via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR. Estes
incluem inibidores de PI3K (que, com base na sua seletividade, podem ser subdivididos em
inibidores pan - PI3K, inibidores duais de mTOR /PI3K e inibidores de isoformas
especificas), inibidores de mTOR (que podem ser divididos em inibidores alostéricos e
inibidores cataliticos) e inibidores de AKT (incluindo ambos os inibidores alostéricos e

inibidores cataliticos).
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1.3.2 NVP-BEZ235

BEZ235 ou NVP-BEZ235 (Figura 10) € um composto derivado da
familia imidazoquinolina (LIU et al. 2009), desenvolvido pela Novartis
Pharmaceuticals®, que inibe a atividade do complexo mTORC1 e mTORC2
e das isoformas mutantes da subunidade p110a, pela competi¢ao pelo sitio
de ATP nestas enzimas (EICHHORN et al. 2008; ENGELMAN et al. 2008;
MAIRA et al. 2008; BRACHMANN et al. 2009; CHIARINI et al. 2010;
ROCCARO et al. 2010). Atualmente esta em fase 1/2 de modelos clinicos
em tumores solidos avangados (carcinoma colorretal, mama, pulmao, renal,

sarcoma) (GARCIA-ECHEVERRIA e SELLERS 2008).

Fonte: MAIRA et al. (2008).
Figura 10 - Estrutura quimica do composto NVP-BEZ235.

Estudos prévios tém demonstrado que NVP-BEZ235 desempenha um
efeito fortemente inibidor na via PI3K por perda de fungdo do gene PTEN ou
pela ativacdo de mutagdes em PI3K, que em alguns tumores levam a

resisténcia a terapia com lapatinibe (EICHHORN et al. 2008). Em modelos
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de sarcoma, a droga efetivamente inibiu a metastase para o figado
(MANARA et al. 2010; NANNI et al. 2010). A exposi¢cao ao composto NVP-
BEZ235 também promoveu diminui¢do da populagao de células progenitoras
e a capacidade de formar esferas no cancer de préstata em modelos in vitro
de carcinoma de prostata (DUBROVSKA et al. 2009). Além disso, NVP-
BEZ235 apresentou um efeito antitumoral em terapias combinadas com
agentes quimioterapicos e radiagdo ionizante (FABER et al. 2009;
MCMILLIN et al. 2009). Adicionalmente, Lin et al (2014) demonstraram que
esse composto previne o processo de EMT em modelos in vitro, além disso,
promovem a supressao do crecimento tumoral.

Devido a estes resultados NVP-BEZ235 poderia ser promissor no
tratamento efetivo de tumores que apresentam a via PI3K/Akt/mTOR ativa,
uma vez que esse composto atenua efetivamente a atividade dessa via, que
€ uma das responsaveis pela ativacdo do processo EMT, e, desta forma,
poderia diminuir a invasdo e o0s primeiros passos de metastase no
carcinoma de vulva, especialmente, aqueles diagnosticados mais

tardiamente.



OBJETIVOS

“O que € necessario ndo é a vontade de acreditar,
mas o desejo de descobrir’

Bertrand Russell
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de transicao epitélio-mesenquimal e sua
associacdo com a presenca de infeccao por tipos especificos de HPV para a
determinagao de valores prognosticos e preditivos em carcinoma de vulva e
também observar o efeito causado neste processo apds tratamento com

inibidores da via PI3k/imTOR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Identificar alteracbes de expressao proteica em marcadores de EMT,
como Vimentina, E-caderina, R-catenina, Slug, Snail, e Twist2,
através de imuno-histoquimica.

2 Identificar e tipar HPV em carcinomas de vulva através do Linear
Array HPV Genotyping Test — Roche.

3 Correlacionar presenca de HPV e marcadores de EMT com fatores
prognaosticos e clinicos em carcinoma de vulva.

4 Observar o efeito causado de NVP-BEZ235 nos processos invasivos
de linhagem vulvar.

5 Verificar a expressao das proteinas envolvidas na via PISBK/mTOR e

no envento de EMT apds o tratamento com NVP-BEZ235.



ARTIGOS

“Nenhuma grande descoberta foi feita
Jamais sem um palpite ousado”

Isaac Newton
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:
Alteragbes nos niveis de expressédo de E-caderina, [3-catenina, Slug,
Snail, Twist2 e Vimentina estavam induzindo a aquisicdo de um
comportamento migratorio e invasivo em carcinoma de vulva.

A importancia de avaliar a expressado dessas proteinas em diferentes
subpopulagdes morfoldgicas de células tumorais, tumor central e
fronte de invasao, a fim de determinar se essas alteracdes estariam
induzindo a aquisicdo de um comportamento migratério e invasivo.
B-catenina representa um importante biomarcador para estabelecer
prognostico.

Baixa expressao B-catenina associada com alta expressédo de Slug
caracteriza um subgrupo de tumor com pior sobrevida e aumento de
invasao e progressao.

Positividade para HPV esta associada com melhor sobrevida de
pacientes com carcinoma de vulva.

Tumores positivos para HPV nao apresentam eventos de EMT.
NVP-BEZ235 atenua a atividade da via PISK/mTOR.

NVP-BEZ235 inibe invasao, migracao e proliferagcdo em carcinoma de

vulva.
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DEMAIS ARTIGOS PUBLICADOS

Além dos artigos anteriormente mencionados, elaborei, executei e
colaborei com o desenvolvimento de outros projetos com enfoque em
mecanismos moleculares envolvidos na progressédo do carcinoma de vulva e
sua correlagdo com caracteristicas clinico-patologicas. Nestes trabalhos
participei como coautora durante o processo de doutoramento e destaco a
colaboragdo do Departamento de Ginecologia do A C Camargo Cancer
Center, liderado pelo Dr. Glauco Baiocchi. Os artigos sao:
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