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RESUMO
O cancer do colo do utero é um dos mais preocupantes problemas de saude publica do
planeta. Sdo esperados para 2013, no Brasil, 17.540 casos novos. Acredita-se atualmente que
a maior parte dos canceres cervicais se desenvolve a partir das neoplasias intraepiteliais
cervicais. A aquisi¢do de propriedades invasivas dos tumores malignos estd associada ao
desequilibrio nas adesdes intercelulares. As moléculas de adesdo tém papel fundamental
nestas unides e a caderina-E € uma das mais importantes. Estd comprovada a sua presenca na
membrana celular de tecidos epiteliais normais e foi demonstrado que esta proteina tem sua
expressdo diminuida na maioria dos tumores sélidos, o que favorece o processo de invasao. O
objetivo, neste estudo, foi investigar a imunoexpressdo da caderina-E nas Cervicites, nas
LesOes Intraepiteliais Escamosas (LIE) e no Carcinoma Invasivo do colo uterino. A amostra
consistiu de 83 casos de bidpsias e cones de colo do Utero obtidos dos arquivos do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara, em 2007 e
2010, com os seguintes diagnosticos: Cervicite = 8 casos; Lesdo Intraepitelial Escamosa de
Baixo Grau (LIEBG) = 24 casos; Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (LIEAG) = 28
casos; Carcinoma Invasor = 23 casos. A imunohistoquimica (IHQ) foi efetuada com o
anticorpo monoclonal anti-caderina-E, tendo sido considerada positiva a presenca de
expressao membranar, e negativa, a auséncia de expressdo. O teste exato de Fisher foi
utilizado para os célculos das tabelas de contingencias. Os resultados da imunomarcacao
foram: Cervicites = 1/8 (12%) negativos e 7/8 (88%) casos positivos para caderina-E; LIEBG
= 7/24 (29%) casos negativos e 17/24 (71%) positivos; LIEAG = 7/28 (25%) negativos e
21/28 (75%) positivos; Carcinoma Invasor = 19/23 (83%) negativos e 4/23 (17%) positivos. A
expressdo negativa foi muito mais frequente nas LIEs (27%), comparadas com as Cervicites
(12%) apesar de diferenca nédo significante (p = 0,6657). Nas LIEs, uma maior perda da
caderina-E foi notada nas células menos diferenciadas do 1/3 basal da espessura epitelial.
Finalmente, observou-se que a auséncia de expressdo membranar da caderina-E foi muito
mais frequente no carcinoma epidermdide invasor do que nas les@es intraepiteliais escamosas
do colo do Utero. Estes dados mostraram a importancia da caderina-E na carcinogénese do
colo uterino, no entanto, muitos aspectos permanecem sem explicacdo e novos estudos sao

necessarios.

Palavras-chave: Caderina-E. Imunohistoquimica. Cervicites. Lesdes intraepiteliais

escamosas cervicais. Carcinoma invasor do colo uterino.



ABSTRACT
Cervical cancer is one of the most important public health problems around the world. About
17.540 new cases are expected, in Brazil, for 2013. Actually, it’s believed that the majority of
cervical cancers begin with non invasive dysplastic lesions, the cervical intraepithelial
neoplasias. The acquisition of invasive properties, in epithelial malignancies, is associated to
the disruption of intercellular adhesions. The adhesion molecules play a pivotal role in these
intercellular bindings and E-cadherin is considered one of the most important among them. In
normal epithelial tissues its presence in cell membrane is recognized and it was shown that a
down regulation of these proteins in the majority of solid tumors may contribute to facilitate
the invasive process. The aim, of this research, was to investigate the E-cadherin
immunoexpression in cervicitis, in SILs and in the invasive carcinomas of the uterine cervix.
Samples specimens consisted of 83 cases of uterine cervical biopsies and conizations
retrieved from the Department of Pathology and Forensic Medicine files of the Federal
University of Ceara (Brazil) in 2007 and 2010, distributed, by diagnostic, as follows:
Cervicitis = 8 cases; Low Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL) = 24 cases; High
Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) = 28 cases; and Invasive Carcinoma = 23 cases.
Immunohistochemistry (IHC) was performed with the anti-E-cadherin monoclonal antibody
and it was considered positive the membranar expression, and, negative, the absence of
membranar expression. The Fisher’s exact test was the choice for the contingency tables
calculations. The immunostaining results were: Cervicitis = (12%) negative and 7/8 (88%)
positive cases to E-cadherin; LSILs = 7/24 (29%) negative cases and 17/24 (71%) positive;
HSILs = 7/28 (25%) negative and 21/28 (75%) positive; Invasive Carcinoma = 19/23 (83%)
negative and 4/23 (17%) positive. The negative expression was much more frequent in SILs
(27%) when compared to cervicitis (12%), although no significant difference (p = 0,6657). In
SILs, a bigger E-cadherin loss was noted in undifferentiated cells at the basal third of
epithelial thickness. Finally it was shown that the absence of E-cadherin membranar
expression was much more frequent in the uterine cervix invasive carcinoma when compared
to LSILs and HSILs. These data showed the E-cadherin importance in cervical
carcinogenesis, nonetheless, several aspects remain without explication and new researches

are to be performed.

Key words: E-Cadherin. Immunohistochemistry. Cervicitis. Squamous Intraepithelial

Lesions. Invasive Carcinoma of the uterine cervix.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de colo uterino: aspectos epidemioldgicos

O cancer do colo do Gtero €, sem duvida, um dos mais preocupantes problemas de
salde publica no mundo. As estimativas globais mais recentes indicam o elevado nimero de
529 mil casos novos para 0 ano de 2008. Neste mesmo periodo, este tumor foi responsavel
pela morte de 275 mil mulheres em todo o planeta. Sendo o aparecimento desta doenca muito
relacionado ao baixo nivel de desenvolvimento e de condicGes sanitérias, sua incidéncia é
cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos segundo o Instituto Nacional do
Cancer do Brasil (INCA). E bem possivel que este fato encontre explicacdo nas falhas dos
sistemas de prevencdo precoce do cancer e de lesdes pré-cancerosas, com programas
inadequados e ineficientes. Sem isto, muito poderia ser feito ja que, com excec¢do do tumor de
pele ndo melanoma, o cancer de colo uterino € o que apresenta o maior potencial de
prevencdo e cura quando diagnosticado precocemente. Este cancer, em geral, comeca a se
manifestar a partir de 20 a 29 anos e 0 risco aumenta rapidamente até atingir o pico na faixa
de 50 a 60 anos (GLOBOCAN, 2008; INCA, 2012).

No Brasil, as estimativas para 2012 serdo validas também para o ano de 2013 e
apontam a ocorréncia de 17.540 casos novos, 0 que indica um risco estimado de 17 casos por
cada 100 mil mulheres e a principal maneira de rastreamento e controle deste tipo de cancer é
0 método de Papanicolaou convencional por ser de menor custo. Nas mulheres, a parte 0s
tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo Utero é o mais incidente na regido Norte
(24/100 mil). Nas regies Centro-Oeste (28/100 mil) e Nordeste (18/100 mil) ocupa a segunda
posicdo mais frequente, antecedido apenas pelo cancer de mama. Na regido Sudeste (15/100
mil), a terceira, e na regido Sul (14/100 mil), a quarta posi¢cdo. No Ceard, estima-se 0
aparecimento de 850 casos novos para 2012/2013 sendo 270 casos sO na Capital (INCA,
2012).

1.2 Fatores etiopatogenéticos: o papel do papilomavirus humano (HPV) na patogénese

do cancer cervical

Desde que 0 médico aleméo Harald zur Hausen, em 1983, demonstrou o papel do
HPV na génese do cancer cervical ao identificar o DNA do HPV 16 em carcinomas cervicais,

a infeccdo pelo papilomavirus humano ficou reconhecida mundialmente como sendo o
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principal fator de risco para o desenvolvimento das lesdes precursoras do cancer do colo do
utero. Comparativamente, a associacao de causa e efeito que se pode fazer entre 0 HPV e 0
cancer cervical é superior aquela entre o tabagismo e o cancer pulmonar e, também, mais
significativa do que a hepatite B no cancer hepatico (DURST et al., 1983; LIBRA et al.,
2009; FRANCO, 1995; FRANCO; HARPER, 2005; CARTER; DING; ROSE, 2011).

Os HPVs genitais foram divididos em dois grupos: os de baixo risco oncogénico,
encontrados principalmente nas verrugas genitais e os de alto risco oncogénico, associados ao
cancer cervical invasor (MUNOZ et al., 2003; CARCOPINO et al., 2011). Nenhum deles é
particularmente virulento no sentido de, diretamente, causar a morte do hospedeiro. Talvez
por que este virus seja vulnerdvel a vigorosas respostas imunologicas, a maior parte destas
infeccdes regride no periodo de um ano e, geralmente, sdo as infeccdes por HPV de baixo
risco que desaparecem mais rapidamente (ORLANDO et al., 2012).

E atualmente reconhecido que virtualmente todos os canceres cervicais estio
relacionados a infec¢des por um dos 14 tipos considerados de alto risco ou oncogénicos (HPV
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68), dentre estes, 0s mais comuns sdo 0
HPV 16 e o HPV 18 (MEIJER; SNIJDERS; CASTLE, 2006; MAGALDI et al., 2012).
Segundo Walboomers et al., a prevaléncia mundial do HPV no carcinoma cervical chega aos
99,7% fazendo-a a mais alta fracdo até entdo informada no mundo, atribuivel a uma causa
especifica de um tdo importante cancer humano (WALBOOMERS et al., 1999; ZHOU et al.,
2012).

Os papilomavirus tém um genoma circular em dupla-fita e tamanho aproximado
de 8 kb e, ndo obstante tdo pequenos, tém uma biologia muito complexa. Sucintamente,
possui trés oncogenes, E5, E6 e E7 que modulam os processos de transformacdo; duas
proteinas reguladoras, E1 e E2 responsaveis pela transcri¢cdo e replicacdo e duas proteinas
estruturais, L1 e L2 que compdem o capsidio viral (De VILLIERS et al.,, 2004). Os
oncogenes virais E6 e E7 tém sido considerados como 0s principais iniciadores do cancer
cervical induzido pelo HPV, muito provavelmente por propiciarem a integracdo do DNA viral
ao genoma da célula hospedeira. A expressao destas duas oncoproteinas é fundamental para a
manutencdo da evolucdo maligna das células cancerosas cervicais, principalmente por
inibirem os genes supressores tumorais p53" e retinoblastoma (pRb). O gene E6 interage com
0 p53 e o0 E7 liga-se a pRb assim blogqueando a acdo destes supressores tumorais
(NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007; zur HAUSEN, 2002).

! p53, pRb — proteinas supressoras tumorais (MALUMBRES, 2011; BUITRAGO-PEREZ et al., 2009).
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O processo de transmissdo do HPV torna-se facilitado quando da existéncia de
zonas de abrasdo ou maceragdo de superficies epiteliais (zur HAUSEN, 1996). O ciclo do
HPV esta muito relacionado a biologia da célula hospedeira e seus virions inicialmente
infectam as camadas basais do epitélio provavelmente através de micro-traumas e penetram
na célula via interagdo com certos receptores como a integrina a-6 para 0 HPV 16
(NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007). Os alvos priméarios do HPV no epitélio escamoso
sd0 0s queratindcitos e a infeccdo cronica destes estd associada com o desenvolvimento do
cancer cervical (GIANNINI et al., 2002; GOVINDAPPAGARI; SCHIAVONE; WRIGHT,
2011).

A principal via de transmissao é o contato sexual e, de fato, o DNA do HPV é
raramente detectado em jovens mulheres sem experiéncia sexual. Tais fatos permitem o
estabelecimento de correlacdo entre o nimero de parceiros e a prevaléncia das infecgdes por
este virus. Esta infeccdo pode ser transmitida digitalmente de um local para outro.
Eventualmente, fomites também podem ser incriminados, assim como o instrumental médico.
Contato oral-genital pode levar a infeccdo de sitios orais por HPV anogenital (zur HAUSEN,
1996).

Em testemunho, a histéria da medicina ja registrava a notavel clarividéncia do
médico italiano Rigoni-Stern que em 1842, apo6s analisar certificados de Obitos do periodo
1760-1839, na cidade de Verona, observou a elevada frequéncia de cancer cervical em
mulheres casadas, vilvas e prostitutas enquanto de rara ocorréncia em virgens e freiras,
podendo concluir que o aparecimento deste tipo de cancer poderia estar relacionado ao
contato sexual (RIGONI-STERN, 1842; ADEGBOYEGA, 2012).

Sendo endémica e facilmente transmissivel a infeccdo pelo HPV tem seu pico
cedo, logo nos primeiros anos que se seguem a iniciacdo dos intercursos sexuais. Sabe-se que
a causa central do cancer cervical é a infeccdo persistente por tipos de HPV carcinogénicos,
contudo a grande maioria das infeccBes nas mulheres jovens desaparece rapidamente num
periodo de 6 a 12 meses a partir do momento da detec¢do. A taxa de novas infecgdes diminui
com a idade (RODRIGUEZ et al., 2010).

A infeccdo pelo HPV é uma condicdo necessaria, mas ndo por si sé suficiente para
0 estabelecimento e evolucdo da doenca. Eventos adicionais genéticos e epigenéticos sdo
presumivelmente necessarios para alterar os fatores celulares (NARISAWA-SAITO, 2007).
Na realidade, o cancer cervical é apenas uma rara complicacdo de uma infeccéo por HPV de

alto risco e requer varias condi¢des adicionais cumulativas uma vez que a infeccdo se torne
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evidente. Isto estd particularmente exemplificado pelo fato de infeccdes pelo HPV serem
muito comuns nas mulheres jovens, mas frequentemente regredirem espontaneamente.

O risco para se contrair HPV € estimado em 80% e pelo menos 80% das infecgdes
por HPV de alto risco parecem transitorias, nem mesmo dando inicio a NIC. Porque certas
infeccGes tendem a persistir e outras ndo, ainda é questiondvel, mas variagdes inter-
individuais na capacidade de fazer regredir a infeccéo atraves de efetiva resposta imunologica
podem ser uma explicacdo (SNIJDERS et al., 2006; BASEMAN; KOUTSKY, 2005;
MEIJER; SNIJDERS; VAN DEN BRULE, 2000; VAZQUEZ-MENA et al., 2012). Com
efeito, a disparidade entre as taxas de infeccéo pelo HPV e o desenvolvimento de neoplasia e
carcinoma sugerem a presenca de outros elementos predispondo a transformacdo maligna
(THOMISON; THOMAS; SHROYER, 2008).

Muitos outros fatores de risco tém sido demonstrados por influenciarem a
patogénese do carcinoma de colo, como inicio precoce de vida sexual, multiparidade,
gravidez, imunossupressdo, tabagismo, parceiros multiplos. Também é bem estabelecido
como fator de risco 0 modo de contracepcéo, ou seja, 0 ndo uso de preservativo e utilizacdo a
longo termo de contracepgédo oral. Igualmente, a infeccdo pelo HIV reduz a habilidade do
sistema imunoldgico de lutar contra a infeccéo, incluindo o HPV, aumentando a possibilidade
de células pré-cancerosas evoluirem para um cancer. Outros cofatores sdo também citados tais
como a infeccdo pelo virus do herpes simples (HSV) ou pela bactéria Chlamydia trachomatis,
alem de fatores nutricionais e dietéticos (LIBRA et al., 2009; CARTER; DING; ROSE,
2011).

O papel da imunidade intrinseca no controle da infeccdo pelo HPV e o
subsequente desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas é mostrado indiretamente
pelo aumento da frequéncia de lesdes associadas ao HPV em pacientes com imunidade celular
deprimida (GIANNINI et al., 2002). Como se pode observar, ha aspectos relacionados ao
préprio virus como tipo, carga viral, infeccdo Gnica ou multipla além de outros fatores ligados
a imunidade, genética e até ao comportamento, tudo podendo interferir para regressdao ou
persisténcia da infeccdo e progresséo para as lesdes precursoras e cancer (INCA, 2012).

As vacinas contra 0 HPV surgem como importantes ferramentas no combate a
este cancer porem ainda estdo fora do alcance das populagdes de baixa renda em razdo do seu
elevado custo. E necessario registrar que as vacinas disponiveis no mundo, atualmente, tém
como alvo apenas os tipos de HPV 16 e 18, do grupo de alto risco oncogénico. A Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do Brasil tem nos seus registros duas vacinas, a
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quadrivalente (para os tipos de HPV 6, 11, 16 e 18)? e a bivalente (para os tipos de HPV 16 e
18) com indicacdo de aplicacdo em mulheres de 9 a 26 anos. Espera-se para um futuro
préximo a inclusdo desta vacina no Programa Nacional de Imunizacdes do Ministério da
Saude (INCA, 2012).

1.3 Carcinogénese no colo uterino

Entre os cénceres cervicais, 0 carcinoma escamoso é o mais frequente com o
expressivo percentual de 80% contra apenas 20% dos adenocarcinomas (LEE; SHEN, 2012) e
seu sitio inicial, em mais de 90% dos casos, € o revestimento do colo, no ponto de encontro
do epitélio escamoso da ectocérvice com o epitélio colunar da endocérvice, denominado
juncdo escamocolunar (JEC). A JEC é um referencial em citologia e colposcopia e é
considerada altamente susceptivel a infeccdo pelo HPV constituindo, realmente, o lugar onde
mais de 90% das neoplasias do trato genital inferior se iniciam. E, principalmente, sendo a
infeccdo longa e persistente por HPV do grupo de alto risco oncogénico, esta pode caminhar
para a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) tida como precursora do cancer cervical.

Apesar de atingir altas taxas de incidéncia, a infeccdo por HPV regride, mesmo
sem tratamento, na maior parte dos individuos infectados. De fato, verifica-se que o aumento
da expressdo das proteinas E6 e E7 acompanha apenas um pequeno numero de casos
podendo-se, assim, especular que e integracdo do DNA viral a célula hospedeira seja um
evento muito raro (NARISAWA-SAITO, KIYONO, 2007). A maior parte das infeccoes
torna-se indetectavel no periodo de um a dois anos o que nos conduz a reflexao de que o virus
do papiloma humano, como Unico fator, ndo é o suficiente para causar o cancer cervical
(KOSHIOL et al., 2008).

A carcinogénese humana tem sido caracterizada como uma doenca relacionada a
instabilidade genémica, circunstancia necessaria para habilitar células tumorais a adquirirem
alteracGes genéticas que favorecam a sobrevivéncia e expansdo clonal num microambiente de
rdpida mudanga em um neoplasma emergente. Evidéncias de instabilidade genémica s&o
sempre observadas nas lesdes iniciais associadas aos HPV de alto risco oncogénico, em
particular, as mitoses tripolares séo fortemente indicativas na distin¢cdo de uma lesdo positiva
para HPVs oncogénicos. As oncoproteinas E6 e E7 do HPV podem, independentemente,

induzir instabilidade gendmica em células humanas normais favorecendo a formacdo de

? Os tipos de HPV 6 e HPV 11 n3o constam da lista dos oncogénicos mas s30 responsaveis por mais de 90% das
verrugas ano-genitais (zur HAUSEN, 1996; de VILLIERS et al., 2004; GRAVITT, 2011).
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defeitos mitoticos e aneuploidia por meio de inducdo de anormalidades do centrosoma que
sdo a causa das mitoses multipolares nas lesGes cervicais. Por outro lado, os oncogenes E6 e
E7 dos HPV de baixo risco oncogénico ndo sdo capazes de induzir anormalidades do
centrosoma ndo ocasionando, assim, a instabilidade genémica. As atividades de
transformacdo dos HPV de alto risco assinalam a consequéncia de uma estratégia de
replicacédo viral em razdo da necessidade de replicacdo do genoma viral nas células epiteliais
suprabasais assim garantindo sua permanéncia neste tecido de ciclo rapido quando evolui para
maturacdo e descamacdo (CAHILL et al.,1999; KLAUSNER, 2002; MUNGER et al., 2004;
HAGA et al., 2008).

A NIC I (displasia leve) e NIC Il (displasia moderada) tém uma expressédo de E6
e E7 relativamente baixa com replicacdo epissomal do genoma viral, ao passo que NIC Il
(displasia acentuada, carcinoma in situ) e o cancer invasivo mostram uma elevada expresséo
destas oncoproteinas e, na maioria das vezes, com integracdo do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira, por meio do que se acredita ser iniciado o desenvolvimento neoplasico
(DOEBERITZ, 2002; NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007).

1.3.1 LesOes potencialmente cancerosas de baixo grau e de alto grau

As designacOes baixo grau e alto grau sdo, de fato, as mais recentes e foram
adotadas por patologistas a partir do Projeto "Estandardizacdo da Terminologia do Epitélio
Escamoso do Trato Ano-Genital Inferior para Lesdes Associadas ao HPV" (The L. A. S. T.
Project - The Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions) para alinhar e unificar as terminologias com a Classificagdo do Sistema
Bethesda (1988 revisada em 2001) favorecendo a comunicagdo cientifica global e com o
grande ganho de melhorar o manejo com o paciente (KOSS, 1990; SOLOMON et al., 2002;
APGAR; ZOSCHNICK; WRIGHT JUNIOR, 2003; DARRAGH et al., 2012; WAXMAN et
al., 2012). No entanto, a nomenclatura das lesdes pré-cancerosas do epitélio escamoso do colo
do utero j& contava com duas classificacdes histoldgicas anteriores: A Classificacdo de
Displasias e a Classificacdo de Neoplasia Intraepitelial Cervical — NIC (REAGAN, 1953;
RICHART, 1967; RENDON, 2008).

Reagan (1953) usou o termo displasia, ao que atribuiu trés niveis diferentes, em
acordo com o grau de comprometimento da espessura do epitélio escamoso por células
atipicas. Chamou de displasia leve aquela em que apenas o ter¢co mais profundo do epitélio

era composto de células basaldides anormais; de displasia moderada para 0s casos em que as
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anomalias das células indiferenciadas ocupavam os dois tercos inferiores do epitélio e,
displasia severa (acentuada), quando mais de dois tercos da espessura do epitélio escamoso
continham células indiferenciadas anormais havendo, no entanto, certo grau de estratificacdo
e maturacdo remanescentes. Para Reagan, apenas o carcinoma in situ correspondia ao
acometimento da totalidade da espessura epitelial por células indiferenciadas atipicas
(REAGAN; SEIDEMANN; SARACUSA, 1953).

Ja Richart (1967) por defender que estas lesdes representam na verdade um
continuum no desenvolvimento da malignidade, ou seja, sdo estagios sucessivos na
patogénese do cancer cervical, denominou-as coletivamente de neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC) com graus I, 1l e 11l (RICHART, 1967; KIVIAT, 1996). O grau da NIC ¢
normalmente atribuido em conformidade com a proporc¢édo da espessura epitelial ocupada por
celulas neoplasticas indiferenciadas do tipo basal6ide. A NIC | correspondendo & displasia
leve; a NIC II, equivalente a displasia moderada e a NIC Ill abrangendo tanto a displasia
acentuada como o carcinoma in situ (BUCKLEY; BUTLER; FOX, 1982).

A atual terminologia alinhada com a do Sistema de Bethesda engloba, nas lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo grau (LIEBG), as alteragdes celulares associadas ao HPV e
a displasia leve ou NIC I. Por sua vez, a leséo intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG)
abrange a displasia moderada ou NIC II, a displasia acentuada ou NIC |1l e ainda o carcinoma
in situ (KOSS, 1990; SOLOMON et al., 2002; APGAR; ZOSCHNICK; WRIGHT JUNIOR,
2003; DARRAGH et al., 2012; WAXMAN et al., 2012).

Nos nossos dias, 0s estudos e pesquisas cientificas indicam que a maior parte dos
canceres cervicais se desenvolve a partir de leses displasticas ndo invasivas, as neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) (SNIJDERS et al., 2006; THOMISON; THOMAS; SHROYER,
2008; OZAKI; ZEN; INOUE, 2011). Ha 3 categorias de NIC (NIC I, NIC II, NIC I1I) em
conformidade com o grau de displasia e o HPV estd intimamente envolvido no
desenvolvimento e progressdo destas lesdes. A histologia é o padrdo ouro para o diagnostico
das NIC. As NIC Il e NIC Il apresentam um substancial risco de progressdo para o cancer
invasivo. Por outro lado, cerca de 80% das NIC I regridem de forma espontanea (OZAKI;
ZEN; INOUE, 2011). Esta tendéncia vem apoiar a ideia de que a NIC | representa uma
infeccdo ativa e sobretudo transitdria tendo altas taxas de ocorréncia e regressdo entre as
mulheres de vida sexual ativa (KOSHIOL et al., 2008).

Estudos prospectivos realizados em populacdo adulta com diagndéstico de NIC |
demonstraram que o risco de progressao para NIC Il ou mais, apds um periodo de 2 anos é de

10%. Nas adolescentes, a taxa de regressdo € extremamente alta, maior que 90% e o
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percentual de progressao é estimado em 3% (GUIDO, 2008; MOSCICKI et al., 2004; GUIDO
et al., 2003). As infeccdes que persistem séo aquelas que tém risco maior de progressdo para a
principal lesdo precursora do cancer (NIC Ill) e tudo parece indicar que sdo estas que
poderdo, apds alguns anos, evoluir para o carcinoma cervical caso permanecam sem
tratamento (GRAVITT, 2011; ZHOU et al., 2012). Em média, sdo necessarios 10 a 15 anos
para que uma infeccdo persistente possa originar, via estagios pré-malignos consecutivos, um
carcinoma cervical evidente. Isto vem apoiar a ideia de que a carcinogénese induzida pelo
HPV é um processo de vérias etapas (SNIJDERS et al., 2006; VAZQUEZ-MENA et al.,
2012).

Um ponto bioldgico de interrupcao parece existir entre as lesdes de baixo e de alto
graus em termos de status e resultado da infeccdo. As lesdes de baixo grau tém maior
propensdo de regredir enquanto as de alto grau tendem a persistir ou progredir. Estas
tendéncias podem estar relacionadas a cada uma das diferentes variedades do HPV podendo-
se supor que aquelas infeccdes advindas através dos grupos de HPV de alto risco oncogénicos
seriam as que, mais provavelmente, evoluiriam (THOMISON III; THOMAS; SHROYER,
2008). Todos os tipos de HPV (alto risco e baixo risco) causam lesGes de baixo grau da
cérvice uterina enquanto a maioria das lesdes cervicais classificadas como de alto grau,
carcinoma in situ ou cancer invasivo, sdo positivas para os tipos oncogénicos de HPV. As
lesbes de baixo grau tendem a se localizar mais distalmente em relagdo ao orificio externo
cervical, ao passo que a tendéncia das de alto grau, é a localizacdo mais proximal ao orificio
externo do colo uterino. A leséo de baixo grau pode se iniciar primeiro ou ao mesmo tempo
em que a de alto grau ou na auséncia desta ultima (BASEMAN; KOUTSKY, 2005).

1.3.2 Carcinoma invasor de células escamosas

O carcinoma cervical inicia-se atraves da infeccdo por HPV de alto risco como 0s
tipos 16 e 18 (MAGALDI et al., 2012). Geralmente detectado em mulheres multiparas nos
anos iniciais da pés-menopausa (FRANCO; HARPER, 2005). Em paises em
desenvolvimento, este tipo de cancer é diagnosticado ja em estado avancado em mais de 80%
das mulheres. Diferentemente de outros tumores ginecologicos, é clinicamente estagiado e 0s
fatores de progndstico incluem o estagio clinico no momento do diagnostico, tamanho do
tumor, invasdo linfo-vascular e envolvimento de paramétrios e linfonodos
(SOONTHORNTHUM et al., 2011).
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Estes neoplasmas sdo complexas estruturas que, para obter capacidade de
crescimento e invasdo, interagem com ambiente no seu entorno, também chamado de
microambiente tumoral. Através desta interacdo promovem suprimento sanguineo, bloqueiam
sinais negativos de crescimento, concomitantemente aumentando 0s sinais positivos,
desenvolvem resisténcia a apoptose e incrementam a replicacdo ilimitada de células
(HAMMES et al., 2007; LORUSSO; RUEGG, 2008).

Ja esta bem estabelecido que interacGes entre as células tumorais e o tecido
hospedeiro tém papel importante na determinacdo de como ou se uma dada neoplasia podera
se desenvolver. Na maioria dos casos, células tumorais utilizam as funcbes das células
estromais que, em ultima instancia, vdo agir conforme a sinalizagdo tumoral assim
demonstrando que o microambiente tumoral desempenha um determinante papel no
desenvolvimento do cancer. Pode-se entdo especular que células do tecido hospedeiro ndo sdo
circunstantes passivos no crescimento do tumor, mas participantes ativos na promocao da
propagacdo neoplastica através do organismo. Sempre que as células carcinomatosas
ultrapassam a barreira natural constituida pela membrana basal, elas, pela primeira vez,
entram em contato fisico direto com o tecido estromal do hospedeiro. A extensdo do que vird
a seguir dependera em parte das propriedades biologicas das células tumorais e, em parte, da
composicdo do estroma invadido. No entanto, células tumorais, invariavelmente, causam
reacOes estromais cujas, natureza e amplitude dependem do tipo de tumor e variedades de
tragos individuais (LE BITOUX; STAMENKOVIC, 2008). Células tumorais sdo tipicamente
caracterizadas pela resisténcia a apoptose o que lhes possibilita a proliferacdo continua e
imortalidade para sobreviver sob estimulos de crescimento anormais (ZHOU et al., 2012).

O cancer cervical proporciona um bom modelo para o estudo dos processos
metastaticos em razdo do passo a passo na sua evolugdo. O espectro completo da progresséo
do cancer cervical envolve cérvice normal, neoplasias intraepiteliais, carcinoma in situ, cancer
invasivo local e as lesdes metastaticas distantes. Na sua evolucdo, células cancerosas podem
invadir o sistema linfatico e se espalhar até linfonodos distantes em torno de veias na parede
pélvica. Entre todas as etapas, esta disseminacgdo € a causa priméria da falha no tratamento e
subsequente morte de pacientes com este tipo de cancer. Entender as sinalizacGes relacionadas
a plasticidade celular nas multiplas etapas da progressdao do carcinoma € um aspecto
importante na abordagem desta neoplasia. Sabe-se que a ocorréncia de invasdo e metastase é a
causa maior de morte na maioria destes canceres (SZALMAS; KONYA, 2009; LEE; SHEN,
2012). De fato, as metastases sdo responsaveis por 90% das mortes por cancer
(BOGENRIEDER; HERLYN, 2003).
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Durante a progressao metastatica células epiteliais tumorais polarizadas adquirem
caracteristicas invasivas e migratorias, deixam o sitio primario, invadem a membrana basal,
fazem intravasdo nos vasos sanguineos ou linfaticos, sdo transportadas pela circulagéo,
extravasam da circulagdo, se disseminam no sitio secundério e crescem no foco metastatico.
Esta disseminacdo tanto pode acontecer em grupamentos celulares como por migracao
ameboide, ndo proteolitica, de células Unicas em movimento do tipo mesenquimal. Esta
conversdo fenotipica habilita as células tumorais a se dissociarem do tecido original para
formarem metéstases em Orgdos distantes. A plasticidade das células epiteliais, provocada
pela quebra da homeostasia celular levando a progressao maligna tem sido associada com a
perda de tracos epiteliais e aquisicdo de fenotipo migratorio. No carcinoma, as células que
iniciam o evento de transicdo mesenquimal, tornam-se mdveis e aumentam a habilidade de
invasdo. Por conseguinte, a transicdo do fendtipo epitelial para mesenquimal, representa um
mecanismo importante na maleabilidade da célula epitelial e no processo metastatico (LEE et
al., 2008; LEE; SHEN, 2012).

1.4 Transicdo Epitelial-Mesenquimal

1.4.1 Conceito

A transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) é um processo essencial desde o
desenvolvimento embrionario e amplamente reutilizado em adultos para muitos processos tais
como cicatrizacdo de feridas, regeneracdo de tecidos, fibrose de 6rgdos e também na
progressao do cancer. A maior parte dos tecidos e 6rgdos em adultos tem origem numa
sequencia de convers@es de fendtipo epitelial para mesenquimal, via TEM, ou de seu inverso,
mudando de mesenquimal para epitelial, através da transicdo mesenquimal-epitelial (TME)
(KALLURI, 2009; THIERY et al., 2009). A TEM ¢ reconhecida pelo seu mecanismo atuante
na dispersdo de células embrionarias, também na formacdo de fibroblastos em tecidos lesados
e como participante no comportamento invasivo e metastatico das células cancerosas
(KALLURI, 2009).

A totalidade das células do nosso corpo origina-se de uma sO ceélula. Suas
variantes fenotipicas sdo resultado da expressdo de um transcriptoma especifico que facilita
posteriores diversidades funcionais. Por ocasido da embriogénese o epitélio € altamente

plastico e apto para ir e voltar de um fenotipo para outro, ou seja, do epitelial para
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mesenquimal através dos processos de TEM ou seu reverso, via transicdo mesenquimal-
epitelial (TME), quando muda do fenotipo mesenquimal para o epitelial (KALLURI, 2009).

Os eventos primarios de transicao epitelial-mesenguimal (aqueles que ocorrem em
tecidos nunca antes submetidos a estes processos) tém lugar durante a implantacdo do
embrido dentro do Utero, por ocasido da gastrulacdo, e durante a formacdo da crista neural nos
amniotas. No caso da implantacdo do embrido, células especificas da area extra-embridnica
sofrem a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM). Exemplo disto é quando células extra-
vilosas trofo-ectodérmicas assim o fazem para infiltrar 0 endométrio e ancorar na placenta.
No embrido propriamente dito, a primeira ocorréncia de transicao epitelial-mesenquimal se da
por ocasido da gastrulacdo (PIINENBORG et al., 1980; ACLOQUE et al., 2009).

Nos vertebrados, os tecidos tém dois fendtipos basicos, o epitelial e o
mesenquimal. O epitélio é o tipo mais antigo de tecido formado por camadas de células
estacionarias fortemente aderidas umas as outras e com uma polaridade apical-basal. Muitos
tipos de juncbes evoluiram neste epitélio porem a mais importante juncdo aderente é
estabelecida pela Caderina-E (Cad de calcium-dependent e E de epithelial). Trata-se, entdo,
de uma molécula de adesdo envolvida nas intera¢cbes homotipicas calcio-dependentes, para
formar as juncOes de aderéncia. A estreita ligacdo das faces laterais destas células confere aos
tecidos subjacentes uma adequada protecdo contra organismos invasores. Estas camadas de
células contiguas sdo firmemente ancoradas sobre uma matriz extracelular que contém
colageno tipo IV e laminina compondo a lamina basal ou membrana basal. Em condigdes
normais, elas ndo destacam nem se movem a partir dos seus agrupamentos. Por outro lado, as
células mesenquimais ndo formam camadas organizadas, ndo tém uma arrumacao apical baso-
lateral nem polarizacdo. Sao fusiformes, dispersas, ndo aderidas umas as outras e moveis
(HAY, 2005; THIERY; SLEEMAN, 2006; WU; ZHOU, 2008; LEE; SHEN, 2012).

A transicédo epitelial-mesenquimal (TEM) pode ser traduzida pela total perda do
fenotipo epitelial para o mesenquimal seguida pela aquisi¢éo de caracteristicas mesenquimais.
Células com este fendtipo sdo extremamente moveis e invasivas. Trata-se, assim, de um
processo biolégico que possibilita que uma célula epitelial polarizada, que normalmente
interage com a membrana basal através do seu polo basal, assuma um fenétipo mesenquimal
com ganho na capacidade migratoria e de invasdo. A conclusdo do processo de TEM ¢é
sinalizada pela degradacdo da lamina basal subjacente e formacéo da célula mesenquimal que
com a aquisicdo de mobilidade poderd migrar a partir da camada epitelial onde foi originada
(HAY, 2005; KALLURI; WEINBERG, 2009; MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 2010).
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1.4.2 Moléculas de adesdo e Microambiente tumoral

Nos tecidos, as células ttm que aderir de forma apropriada ndo somente umas as
outras, mas também aos componentes da matriz extracelular (MEC) que as circundam
(PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010; VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Este
papel é desempenhado pelas moléculas de adesdo, fundamentais no estabelecimento da
estrutura normal dos tecidos e no seu funcionamento, propiciando ligacGes fisicas e assim
favorecendo a montagem de estruturas teciduais complexas. As moléculas de adesdo sdo
proteinas de superficie que estdo envolvidas em muitas fungdes como conexdo celular,
diferenciacdo celular, morfogénese, embriogénese, organogénese, crescimento, sinalizacdo
entre células e ambiente, atividades imunoldgicas, funcdo citotoxica, cicatrizacdo de feridas,
inflamacdo e no desenvolvimento de tumores (MAKRILIA et al., 2009; CABRIJAN;
LIPOZENCIC, 2011).

Dentre elas, hd as que estdo permanentemente presentes na superficie celular,
outras se desenvolvem apds estimulacdo e as que estdo presentes por um curto tempo. Com
relacdo a ligacdo, sdo homofilicas, quando conectadas a um mesmo ligante e heterofilicas
qguando conectadas a um ligante diferente; podem ter uma forte ou fraca afinidade pelo
ligante. Algumas se ligam ao citoesqueleto e cada uma pode executar diferentes fungoes.
Estas adesbes desempenham um papel importante na determinacdo do destino da célula.
Portanto, parece evidente que um transtorno destas interfaces possa contribuir na patogénese
de vérias doengas humanas incluindo o desenvolvimento do cancer (CABRIJAN;
LIPOZENCIC, 2011; VALASTYAN; WEINBERG. 2011).

Com base em suas caracteristicas estruturais e funcionais, as moléculas de adesao
podem ser divididas em quatro grandes grupos: caderinas, integrinas, selectinas e os membros
da superfamilia das imunoglobulinas (CABRIJAN; LIPOZENCIC, 2011).

As Caderinas compreendem wuma grande familia de glicoproteinas
transmembranares que medeiam a adesdo especifica célula-célula através de interacdes
homotipicas — entre moléculas de mesmo tipo - na presenca de calcio extracelular, por isso
ditas célcios-dependentes, funcionando como moléculas-chaves na morfogénese de varios
Orgdos. Parecem ser as mais importantes ja que a inativacdo de outras moléculas de adesao
apresenta pouco efeito na biologia celular, estando as caderinas com sua expressao normal. A
superfamilia de caderinas consiste de caderinas classicas, que sdo os principais mediadores
das ades0es célula-célula calcio-dependentes, as caderinas ndo classicas, incluindo caderinas

desmossomais e as recentemente descobertas proto-caderinas. De acordo com a origem, sdo
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denominadas E (epitelial), P (placentar), M (muscular) e N (neural) e as desmossomais. Entre
as mais estudadas estdo a caderina-E, encontrada nas células epiteliais, caderina-N,
encontrada nos nervos e a caderina-P, na placenta e que pertencem a subfamilia das caderinas
classicas (Van ROY; BERX, 2008; MAKRILIA et al., 2009; CABRIJAN; LIPOZENCIC,
2011).

Integrinas sdo moléculas de superficie celular envolvidas na adesdo da célula a
matriz extracelular (MEC) circundante, fisicamente se ligando a esta Gltima e conduzindo
sinais para o crescimento celular, apoptose, divisdo celular e migracdo de leucdcitos na
inflamacdo. Presentes em todas as células, estas glicoproteinas sao as maiores mediadoras dos
contatos entre a célula e a matriz extracelular (MEC).

Selectinas sdo moléculas de adesdo de superficie celular importantes para a
migracdo de leucdcitos. Sdo também glicoproteinas e efetoras da adesdo transitoria célula-
célula na vasculatura durante processo inflamatério, permitindo aos leucécitos reconhecerem
os sitios de extravasamento, onde eles aderem para, em seguida, migrar atraves da barreira
endotelial.

A superfamilia das imunoglobulinas ¢ composta de moléculas de adesdo cujas
porcdes extracelulares contétm um ou mais dominios de imunoglobulinas, que sao
caracteristicas dos anticorpos. Sdo expressas em uma grande variedade de tipos celulares
como células do sistema nervoso, leucdécitos, células epiteliais e endoteliais e medeiam tanto
as adesdes homofilicas célula-célula quanto as adesdes heterotipicas. Tém papeis importantes
nos mecanismos imunolégicos e inflamatorios e ndo sédo dependentes de ions de calcio
(MAKRILIA et al., 2009; CABRIJAN; LIPOZENCIC, 2011; VALASTYAN; WEINBERG,
2011; ZHONG; RESCORLA, 2012).

Estas moléculas sdo, em sua maioria, tipicamente proteinas trans-membrana,
compostas de trés dominios: um dominio extracelular responsavel pela fixagéo do ligante; um
dominio transmembranar e a cauda citoplasmatica fixada ao cito-esqueleto de actina. Elas tém
fungbes ndo somente mecénicas entre célula-célula e célula-MEC, mas também controlam
outros importantes aspectos envolvendo o comportamento da célula (REN; ROBERTS; SHI,
2011; ZHONG; RESCORLA, 2012).

Reconhecidas atualmente por mediarem muito mais do que a adesdo entre células
e entre células e a matriz extracelular (MEC), mudangas na sua expressdo tém sido associadas
com alteracfes no status de sinalizacdo ou de adesdo de células tumorais, habilitando-as a
adquirir um fenotipo mais movel e invasivo. Estes fatos tornaram as moléculas de adesdo foco

de grande investigacao, sendo o interesse voltado para a possibilidade de exploracdo clinica
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usando-as como biomarcadores na avaliacdo de prognostico ou, ainda, como alvo terapéutico
em doengas malignas (MAKRILIA et al., 2009; GIBSON, 2011).

Sdo cada vez mais consistentes as evidencias sugerindo que alteracdes nas
propriedades das células neoplésicas podem desempenhar um papel central no
desenvolvimento e progressdo do fenétipo maligno. De fato, mudancas na expressdo ou
funcao das moléculas de adeséao influenciam ndo somente o status de adesdo como, também, o
de transducdo de sinal das células e participam em processos essenciais para a invasdo e
metastase do tumor (MAKRILIA et al., 2009).

A disseminacdo metastatica das células tumorais é a causa maior de morbidade e
mortalidade em pacientes com cancer considerando que isto determina a transicdo de uma
doenca localizada potencialmente curdvel para um status generalizado e geralmente incuravel
da neoplasia. Desta forma, a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a
progressdo tumoral, invasdo local e a formacdo de metéstases representam um dos grandes
desafios na pesquisa exploratoria do cancer. Ja ha muito tempo é reconhecida a importancia
das mudancas na adesdo das células tumorais para o desenvolvimento do cancer. A
observagdo que células malignas tumorais podem deixar o tumor primario para se disseminar
em oOrgaos distantes e que células tumorais mostram notaveis mudancas em sua interagdo com
0s componentes da matriz extracelular (MEC) conduziram a nog¢do que mudangas na adesdo
célula-célula e célula-matriz coincidem com a progressdo do tumor (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004; MAKRILIA et al., 2009).

A metastase tumoral é considerada um processo de multiplas etapas, caracterizada
por um alto grau de complexidade. Mais especificamente, a cascata metastatica consiste de
varios passos, incluindo destacamento das células tumorais do sitio primario, invasdo da
matriz extracelular (MEC), intravasdo na corrente sanguinea, disseminagdo através da
circulacdo, extravasdo e colonizacdo em oOrgdo alvos distantes e formacdo de lesOes
secundarias. Em seguida a extravasdo e invasao no sitio secundario, a sobrevivéncia e
proliferacdo das células tumorais podem ser influenciadas pelas interagdes célula-célula e
célula-MEC no nicho metastatico. Uma das mais proeminentes caracteristicas neste processo
é a alteracdo nas propriedades de adesdo das celulas neoplasicas mediadas por mudancgas na
expressao das moléculas de adesdo (MAKRILIA et al., 2009; PSAILA; LYDEN, 2009).

Mesmo que as bases genéticas da tumorigénese possam variar muito entre 0s
diferentes tipos de cancer, as etapas celular e molecular necessarias para a metastase sdo
geralmente semelhantes para todos os tipos de tumores solidos (BOGENRIEDER; HERLYN,
2003).
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Resultados de experiéncias recentes indicam que, tal como na mediacao
intercelular e na interagédo célula-MEC, as moléculas de adeséo também diretamente modulam
o sinal de transducdo. Portanto, mudancas na expressao ou funcdo destas moléculas podem
contribuir para a progressdo do tumor tanto alterando o status de adesdo da célula como
afetando a sua sinalizacdo. Moléculas de adesdo de varias classes e funcdes tanto podem
interagir como modular vérias vias de sinaliza¢do. Por outro lado, moléculas de sinalizagédo
podem diretamente afetar a funcdo das moléculas de adesdo, levando a mudancas nas
interacGes célula-célula e célula-MEC (CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004).

O estudo das interacGes entre o tumor e o tecido circundante, ou microambiente, é
de grande ajuda na compreensdo dos eventos precoces que conduzem a progressdo tumoral
(ARIZTIA et al., 2006). E com este ambiente no seu entorno que os tumores interagem para
obter capacidade de crescimento e invasdo (HAMMES et al., 2007; LORUSSO; RUEGG,
2008). O microambiente, também chamado nicho, assume um importante papel no
desenvolvimento do cancer. O principal componente do nicho é a matriz extracelular (MEC)
gue é uma complexa rede de macromoléculas com distintas propriedades bioquimicas, fisicas
e biomecénicas. A MEC é composta de grande nimero de componentes bioquimicos distintos
incluindo proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e polisacarides com diferentes
propriedades fisicas e bioquimicas (LU; WEAVER; WERB, 2012; OZBEK et al., 2010).

Do ponto de vista estrutural, estes componentes formam tanto a membrana basal
(que é produzida conjuntamente por células epiteliais, endoteliais e estromais para separar o
epitélio ou endotélio do estroma) quanto a matriz intersticial que é primariamente constituida
por células do estroma. A membrana basal € uma MEC especializada, sendo mais compacta e
menos porosa do que a matriz intersticial e tem uma composicdo distinta compreendendo o
colageno tipo IV, lamininas, fibronectinas e proteinas de ligagdo que conectam os coldgenos
com outros componentes proteicos. Por outro lado, a matriz intersticial € rica em colagenos
fibrilares, proteoglicanos e varias glicoproteinas tornando-se, assim, bastante carregada,
hidratada, contribuindo enormemente para a resisténcia a tensdo nos tecidos (EGEBLAD;
RASCH; WEAVER, 2010; LU; WEAVER; WERB, 2012).

Muito embora rigidamente controlada durante o desenvolvimento embrionério e
na homeostase dos 6rgdos, a MEC desregula-se e torna-se desorganizada em doengas como,
por exemplo, o cancer. Desta forma, influencia diretamente a progressdo do céncer
promovendo a transformacdo celular e metastase. Estas anomalias da MEC igualmente

desregulam o comportamento das células estromais, facilita a angiogénese associada ao tumor
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conduzindo, assim, a geracdo de um microambiente tumorigénico (LU; WEAVER; WERB,
2012).

O conceito de que microambientes locais ou nichos desempenham importante
papel na regulagcdo do comportamento da célula, que é um dos temas centrais na embriologia
classica, tem se tornado cada vez mais aceito na biologia do céncer. Esforcos tém sido
direcionados para determinar como 0s componentes do nicho podem iniciar o0
desenvolvimento do cancer. Neste aspecto, estudos recentes tém destacado a importancia dos
componentes ndo celulares do nicho, em especial a MEC durante a progressao tumoral (LU;
WEAVER; WERB, 2012).

A MEC é um componente ndo celular essencial no nicho das células-tronco em
um adulto onde tem papéis mdaltiplos. Por exemplo, receptores da MEC possibilitam a
ancoragem num local preciso do microambiente onde as propriedades das células-tronco
podem ser mantidas. Fisicamente, esta ancoragem faz com que células-tronco estabelecam
contato direto com as células do nicho que produzem moléculas de sinalizacdo paracrina,
essenciais para a manutencao das propriedades das células-tronco. Ao mesmo tempo, favorece
a manutengdo da polaridade celular (frequentemente inexistente no cancer), orienta os fusos
mitoticos e possibilita a divisdo celular assimétrica, mecanismo fundamental, pois, acredita-se
ser através dele que acontece a auto-renovacdo das células-tronco assim como a sua
diferenciacdo (LU; WEAVER; WERB, 2012).

Assim, a MEC, através de suas potentes habilidades de sinalizacdo, ndo so
mantém as propriedades das células-tronco como pode regular a diferenciacdo delas, muito
embora ainda ndo sejam bem conhecidos os detalhes de como tal acontece. Inimeras vias de
sinalizacdo, essenciais na biologia destas células, em numerosos modelos de sistema, sdo
objetos de modulagdo pela MEC e o instante que determina sua expansdo e diferenciacao, é
muito delicado e deve ser firmemente controlado durante a homeostase normal e funcéo dos
orgdos. Um desequilibrio entre estes dois eventos pode levar a geracao de células iniciadoras
do tumor, que tém sido denominadas células-tronco do céancer, seja pela exagerada expansdo
da populacéo destas, ou por uma falha em sua diferenciacdo (LU; WEAVER; WERB, 2012).

As celulas-tronco do cancer constituem uma minoria das células tumorais aptas a
originarem um novo tumor e sdo encontradas no nicho onde moléculas de adesdo sao
componentes essenciais. O nicho controla a auto-renovacéo e diferenciacdo das células-tronco
adultas. Uma expressdo diminuida de certas moléculas de adesdo pode levar a mudangas no

comportamento da adesdo e da mobilidade das células-tronco (MAKRILIA et al., 2009).
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Assim, os papeis fundamentais desempenhados pela MEC, a tornam forte e
provavel alvo de ser responsavel pela criacdo de um nicho de células malignas por ocasido da
transformacdo celular. E até possivel, pelo menos em teoria, que uma dinamica desregulada
da MEC pode ser a origem da formagao de uma linhagem anormal especifica da propria MEC
que possa conduzir a uma super expansdo e perda de diferenciacdo das células-tronco.
Todavia, tais hipdteses precisam ainda ser muito testadas até serem tidas como verdades
cientificas (LU; WEAVER; WERB, 2012).

Um distarbio funcional da MEC pode comprometer a membrana basal na sua
condicdo de barreira fisica assim como promover a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) e,
conjuntamente, podem facilitar a invasdo dos tecidos por células cancerosas. Uma maneira de
remocao da membrana basal, pelo menos parcialmente, acontece através da super-expressao
das metaloproteinases (MMPs). E razoavel predizer que células cancerosas e seu cortejo
estromal e de células do sistema imunoldgico contendo MMPs, tenham vantagens seletivas
sobre as células normais ja que, presumivelmente, aquelas, podem prontamente entrar e sair
através da membrana basal do endotélio e metastatizar sitios distantes (LU; WEAVER,;
WERB, 2012).

E, ainda, mudancas na topografia da MEC podem tambem facilitar a migracéo das
células tumorais. A linearizacdo e o espessamento das fibras de coldgeno sdo achados comuns
em canceres e sdo frequentemente encontrados em areas onde a invasdo ativa do tecido
tumoral e de sua vasculatura sédo observadas, sugerindo que desempenham papel ativo na
facilitacdo da invaséo das células do cancer. Estudos utilizando imagens vivas, realmente, tém
mostrado que as células malignas migram rapidamente pelas fibras de colageno em éareas
enriquecidas com esta proteina (LU; WEAVER; WERB, 2012).

A desregulagdo da dindmica da MEC pode facilitar a desdiferenciagéo celular e a
expansdo das células-tronco cancerosas e, ainda, desequilibra a polaridade dos tecidos e
promove a invasdo. Como consequéncia, as celulas epiteliais sdo, de forma direta, afetadas
por este desequilibrio levando a transformacéo e a metéstase (LU; WEAVER; WERB, 2012).

Para que células tumorais disseminadas possam iniciar lesdes metastaticas, devem
evadir de numerosos sinais de morte celular que sdo induzidos pela perda de adesdo as células
vizinhas e a MEC, e, também necessitam sobreviver na circulacdo e se comunicar com o
estroma do sitio estranho, o sitio alvo (PSAILA; LYDEN, 2009). Entdo, dependendo do tipo
de céncer e do 6rgado de destino, estas etapas podem ter diferentes cinéticas durante o processo
de metastase (LU; WEAVER; WERB, 2012).
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Para se completar, uma metastase requer ndo somente um nicho local para prover
0 crescimento das células cancerosas no tumor inicial como, também, necessita do sitio
metastatico que propiciara sobrevivéncia as células invasoras e subsequente colonizacdo e
expansdo para formar as macrometastases. Muito embora ainda em seu comeco, estudos déo
consistente embasamento de que a MEC, assim como no nicho do tumor primario, € um
componente essencial no microambiente metastatico (LU; WEAVER; WERB, 2012).

O cancer, atualmente, é visto como doenca heterogénea, ndo somente no sentido
de que diferentes etiologias podem justificar o0 mesmo resultado clinico, mas, também, que
muitos outros tipos de células - juntando-se as células cancerosas e componentes nao celulares
- precisam ser mobilizados e coordenados para dar suporte a sobrevivéncia, crescimento e
invasdo das células malignas. A matriz extracelular (MEC) surge como um dos integrantes
fundamentais do nicho local nos varios estagios do processo carcinogénico (LU; WEAVER,;
WERB, 2012).

Sdo crescentes as evidéncias de que o microambiente tumoral desempenha um
papel chave no desenvolvimento do cancer. Células do tecido hospedeiro sdo participantes
ativos na promocdo da propagacdo neoplastica através do organismo (LE BITOUX;
STAMENKOVIC, 2008).

Os tumores, antes vistos como estruturas constituidas exclusivamente de células
malignas, sdo atualmente considerados como estruturas complexas contendo ndo somente
células transformadas, mas também tipos de células normais da circunvizinhanga. Este
microambiente tumoral € um espaco fisico e funcional que inclui células tumorais, células
normais, matriz extracelular (MEC), fibroblastos estromais, células do sistema imunoldgico e
células vasculares e ainda fornece um meio para interagirem (ARIZTIA et al., 2006).

Conceitualmente, o aparecimento das primeiras células tumorais induz a
mudangas na homeostase normal dos tecidos; estas interagbes com 0 microambiente
acontecem por meio de varias vias, incluindo o contato direto célula-celula e o contato célula-
MEC. A ativacdo do estroma hospedeiro por células tumorais estimula a inter-sinalizagdo
heterotipica entre diversas células de origem epitelial e mesenquimal; estas intera¢fes séo
necessarias para proliferacdo, invasdo e metastase (ARIZTIA et al., 2006; LITTLEPAGE;
EGEBLAD; WERB, 2005).

As moléculas de adesdo tém despertado o interesse dos cientistas para 0 uso como
marcadores no diagnéstico do cancer. H4& uma expectativa de que pesquisas através da
imunohistoquimica possam ajudar no estabelecimento de modelos para a gradacdo dos

tumores, especialmente quando os critérios histologicos sdo controversos ou quando
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resultados ndo podem ser reproduzidos. A conscientizacdo da importancia do papel destas
moléculas nas doencas neoplasicas é cada vez maior e isto podera favorecer o aparecimento

de maiores oportunidades para aplicacdes terapéuticas (MAKRILIA et al., 2009).

1.5 Caderina-E e a Transicdo Epitelial-Mesenquimal (TEM)

Entre as vérias proteinas responsaveis pela adesdo intercelular, uma das mais
estudadas e presentes em virtualmente todos os tipos de células epiteliais é a caderina-E que
regula a organizacdo dos tecidos e influencia o desenvolvimento e metastases do cancer. A
perda da expressdo de caderina-E esta associada com a desdiferenciacdo, aumento do
potencial de invasdo e metastatico e constitui um importante passo no desenvolvimento da
maioria, sendo de todos os tipos, dos tumores de origem epitelial. Seus niveis de expressdo
sdo frequentemente, inversamente correlacionados com o grau e estagio do tumor
(ROWLANDS et al., 2000; SHIMAZUI et al., 2006; LINDSTROM et al., 2007; BAUM;
SETTLEMAN; QUINLAN, 2008; WU; ZHOU, 2008; KATTO; MAHLKNECHT, 2011;
VALASTYAN, WEINBERG, 2011).

A caderina-E é essencial para a manutencdo da arquitetura tecidual tanto no
adulto como no embrido. Por outro lado, esta proteina encontra-se desregulada na maioria dos
tumores malignos de origem epitelial. Um achado convincente associando a caderina-E e
cancer é a observacédo de que o bloqueio desta molécula é suficiente para desencadear a TEM
nos mamiferos. De fato, Behrens et al., (1989), demonstraram que as células epiteliais
adquirem caracteristicas invasivas que se manifestam a partir da perda da adesdo mediada
pela caderina-E (HAY, 2005). A faléncia em caderina-E ¢ um evento fundamental no
contexto da TEM e, portanto, uma etapa critica na progressao do cancer ja que favorece a
disseminagdo hematogénica e linfogénica das celulas tumorais. Estas observagdes levaram a
denominacdo de supressor tumoral para a caderina-E. Assim, atribui-se que a perda da
caderina-E em tumores esteja associada com prognosticos clinicos pobres (THIERY, 2002;
JODELE et al., 2006; BAUM; SETTLEMAN; QUINLAN, 2008; KATTO; MAHLKNECHT,
2011).

Fortes correlagbes tém sido identificadas entre os padrGes de expressdo de
moléculas de adesdo como a caderina-E ou integrinas em associagdo com progndstico clinico
de pacientes com cancer. Tumores solidos e menos invasivos geralmente expressam niveis
mais altos da caderina-E quando comparados com neoplasias difusas e invasivas. Portanto,

estas moléculas de adesdo podem ser usadas como marcadores com o objetivo de avaliar o
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potencial metastatico em pacientes com cancer. Tais achados também sinalizam para outro
aspecto: se o desequilibrio da caderina-E relaciona-se a mudancgas epigenéticas, isto pode se
tornar um alvo para estratégias terapéuticas (KATTO; MAHLKNECHT, 2011).

Nas junc@es aderentes funcionais, o dominio extracelular da caderina-E interage
com moléculas de caderina-E da superficie das células vizinhas. O dominio citoplasmatico da
caderina-E € o sitio de interacdo com as moléculas de catenina, que sdo as mediadoras da
ligacdo com o cito-esqueleto. AlteracBes de proteinas envolvidas no complexo caderina-E-
catenina sdo eventos precoces no desenvolvimento do cancer. Estes incluem reducdo ou perda
de expressdao de caderina-E, induzida por eventos genéticos e epigenéticos (mutacdo ou
reduzida transcricdo de genes) redistribuicdo de caderina-E para diferentes sitios na célula,
disseminacdo da caderina-E e competicdo por sitios de ligacdo de outras proteinas.
Realmente, a reconstituicdo do complexo funcional de adeséo da caderina-E suprime o
fendtipo invasivo de inimeros diferentes tipos de tumor (BOGENRIEDER; HERLYN, 2003).

Uma caracteristica dos carcinomas humanos é a adeséo defeituosa célula-célula e
célula-matriz. A diminuicdo ou perda da expressdo da caderina-E € comum em muitas
doengas malignas humanas incluindo o cancer cervical. Mutagdes de genes da caderina-E tém
sido identificadas numa propor¢do significante de canceres de colo uterino. Em
adenocarcinomas de colo uterino, a expressao diminuida de B-catenina mostrou-se como fator
independente na predigéo de resultados limitados de sobrevida. Por outro lado, a diminuicéo
da expressdo de o-catenina tem sido encontrada nos carcinomas cervicais. E, ainda, outros
estudos indicam que o nivel de caderina-E esta envolvido na diferenciacdo em tumores de
cabeca e pescoco, e que expressdes elevadas de caderina-E sdo frequentemente associadas
com melhores resultados clinicos (Al MOUSTAFA et al., 2008).

Experimentos utilizados para silenciar a expressdo da caderina-E ndo somente
mostraram mudan¢a morfologica de um fenotipo epitelial para um tipo fibroblastoide,
caracteristica da TEM, mas também mostraram concomitante exacerbacdo no comportamento
invasivo celular. A perda da caderina-E tem sido considerada causa de aumento na
disseminacdo celular e na metastase tumoral (NATALWALA; SPYCHAL; TSELEPIS,
2008).

Enquanto os sinais e moléculas que estdo envolvidos na formacao dos complexos
de adesdo mediados pela caderina-E tém sido extensivamente estudado, outros desencadeados
pela perda de fungdo da caderina-E durante o desenvolvimento e progressdo do cancer estdo
sendo elucidados. A observagdo que a diminuicdo da funcdo da caderina-E na maioria dos

tipos de células epiteliais resulta em mudanca fundamental no fendtipo celular (ou seja, uma
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polaridade celular reduzida e aumento nas propriedades migratorias e de crescimento
invasivo) indicam que a perda da caderina-E aciona sinais ativos que iniciam a TEM.
Considerando as diversas interacdes da caderina-E e a conexdo do complexo citoplasmatico
ao cito-esqueleto de actina, vérias vias potenciais de sinalizacdo podem tomar parte ativa
neste processo (CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004).

Uma caracteristica definidora da TEM € a reducdo dos niveis de caderina-E e
concomitante producdo de caderina-N (LEE et al., 2006). Acredita-se que esta alternancia de
expressdo possa contribuir para a TEM e para a TME. Estados patoldgicos da TEM e da TME
parecem ser resultado de reativacdo inapropriada de programas embrionarios, gerando tecidos
anormais como tumores metastaticos que se mostram refratarios a mecanismos de controle.
Ao contrario da caderina-E, tida como supressora da invasao, a caderina-N é responsabilizada
de desempenhar varias funcdes nos tumores. Sabe-se que ela promove a sobrevivéncia celular
nos melanomas e nos carcinomas de préstata. Sua introducdo nas células do carcinoma de
bexiga leva a uma aumentada capacidade de invasdo (BAUM; SETTLEMAN; QUINLAN,
2008; HELLNER et al., 2009; ZHAN et al., 2012).

Entre todas as caderinas a “E” e “N” sdo as mais amplamente distribuidas nos
tecidos humanos. A caderina-N € uma proteina pro-migratoria normalmente restrita aos
tecidos neurais e alguns ndo neurais como fibroblastos, osteoblastos e ainda células
endoteliais, mesoteliais e retinais. Ndo sdo expressas em células epiteliais, mas sdo detectadas
em certos carcinomas onde, provavelmente, estdo relacionadas com a promocdo da
angiogénese e adesdo (HELLNER et al., 2009; ZHAN et al., 2012).

Mesmo ndo sendo ainda muito claro de que forma a expressao e atividade da
caderina-N se relacionam com a TEM, atribui-se que ela pode dotar-se de um fendtipo
dominante incrementando a mobilidade, invaséo e progressao do tumor e sua super-expressao
tem sido correlacionada com o aumento da migracdo, invaséo e evolugdo tumoral (BAUM,;
SETTLEMAN; QUINLAN, 2008).

Experimentos biofisicos tém sugerido que a interface célula-célula da caderina-N
possa ser significativamente menos estavel do que a equivalente na caderina-E. No entanto, os
fatores que contribuem para as diferengas essenciais entre as caderinas “E” e “N” e 0 que as
habilita a desempenhar papeis distintos no epitélio e no mesénquima nao sdo totalmente
compreendidos. Além disso, estas diferencas sdo provavelmente muito sutis j& que ha& casos
nos quais a prépria caderina-E torna-se mediadora da migracdo celular (processo usualmente
associado a caderina-N) e outros em que a caderina-N participa na construcdo epitelial
(BAUM; SETTLEMAN; QUINLAN, 2008).
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Pesquisas recentes tém indicado que a caderina-N é reexpressada ou aumentada
em varios tumores epiteliais humanos e que os oncogenes E6 e E7 do HPV16 podem
desencadear sua reexpressao em células epiteliais primarias. A manifestacdo aberrante desta
molécula relaciona-se com mudangas morfoldgicas na dire¢cdo de um fenoétipo fibrobléstico
dotando as células de maior mobilidade e capacidade de invasdo e metastase. A TEM
associada ao cancer geralmente envolve o assim denominado, comutador de caderina, pois,
enguanto ha baixa expressdo de caderina-E, aumenta a expressdo da caderina-N. Estas trocas
reversiveis no nivel de expressdo das diferentes caderinas sdo cada vez mais utilizadas para
monitorar a TEM. Assim, a mudanca de caderina-E, das células epiteliais, para caderina-N,
encontrada tanto nas células mesenquimais como nos fibroblastos, células do cancer e tecido
neural, tem sido frequentemente utilizada para acompanhar o progresso da TEM no
desenvolvimento do embri&o e na progresséo do cancer (CHO et al., 2008; HELLNER et al.,
2009; ZEISBERG; NEILSON, 2009).

Enquanto muito permanece a ser descoberto sobre os aspectos molecular, celular e
mecanico das transicdes entre os estados, epitelial e mesenquimal, esforcos continuados nesta
area podem vir a elucidar maneiras através das quais este ciclo de eventos patoldgicos possa
ser utilizado como base para a elaboracdo de uma futura estratégia terapéutica (BAUM,;
SETTLEMAN; QUINLAN, 2008).



2 OBJETIVOS

Geral

35

Avaliar a imunoexpressdo da Caderina-E nas cervicites, nas lesdes intraepiteliais

escamosas e no carcinoma invasor do colo uterino

Especificos

Observar, nas cervicites, imunoexpressdo da caderina-E na ectocérvice,
JEC/metaplasia e segundo a espessura epitelial

Comparar a expressdo de caderina-E nas lesdes intraepiteliais escamosas
(LIEs) propriamente ditas e na mucosa normal adjacente a estas lesbes da
cervice uterina

Averiguar nas LIEs a imunomarcacdo da caderina-E nas regides
histoldgicas ectocérvice e JEC/metaplasia e na espessura epitelial: 1/3
basal, 1/3 intermediario e 1/3 superficial do colo do Utero

Investigar de forma comparativa a imunoexpressao da caderina-E, nas
lesBes intraepiteliais escamosas e no carcinoma de células escamosas
invasor do colo uterino

Avaliar a expressdo de caderina-E nas diferentes regides histoldgicas dos
blocos invasores dos carcinomas de células escamosas cervicais: area

central e margem de invaséo
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica e materiais utilizados

Este estudo de corte transversal foi elaborado e desenvolvido a partir de 83 casos
selecionados de arquivo incluindo biopsias e conizacbes de colo uterino realizadas na
Maternidade Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceard (MEAC/UFC)
nos anos de 2007 e 2010 e com laudos histopatologicos emitidos pelo Departamento de
Patologia e Medicina Legal (DPML/UFC).

A distribuicdo dos casos envolveu quatro grupos contemplando os seguintes
diagnosticos histopatoldgicos: cervicites (08 casos), LIEBG (24), LIEAG (28) e carcinoma
invasor (23 casos). Em todos os grupos, foi avaliado o epitélio normal em &reas ou bidpsias
adjacentes a lesao.

Globalmente, a idade das pacientes esteve compreendida entre 19 e 78 anos. No
grupo das cervicites a idade oscilou de 19 a 43 anos (média = 25 anos); nas LIEBGs, de 20 a
43 anos (média = 29 anos); nas LIEAGs, de 19 a 66 anos (média = 35 anos) e, nos carcinomas
invasores, o intervalo de idade variou entre 24 e 78 anos (média = 50 anos).

Apdbs revisdo das laminas, foi efetuada a separacdo dos blocos parafinados
correspondentes objetivando 0s novos cortes ao micrétomo (Leica Microsystems). Feitas as
seccOes de 3 um de espessura e apostas em laminas silanizadas, para, em seguida, serem

submetidas ao procedimento imunohistoquimico.

3.2 Imunohistoquimica

As laminas silanizadas foram levadas para uma estufa com temperatura
estabilizada a 60°C para ali permanecerem por uma hora, com o objetivo de eliminar o
excesso de parafina.

Ao mesmo tempo iniciou-se o preparo do médulo de pré-tratamento Dako PT
Link, que é, de fato, um banho-maria fechado, com temperatura monitorizada e controlada por
computador. Seu tanque foi preenchido com 1500 ml da solucdo tampdo resultante da adicao
de 30 ml do tampdo Envision Flex Target Retrieval Solution - pH=9 (referencia K8000 —
Dako) a 1470 ml de agua destilada. O mddulo foi pré-aquecido a 65°C para receber as

laminas.
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Ao serem retiradas da estufa, as laminas foram colocadas no modulo que foi
fechado e programado para alcancar e se estabilizar a temperatura de 97°C. Nestas condicoes
0 material permaneceu por cerca de 30 minutos, apds o que a temperatura declinou, de forma
programada, até 65°C. Esta etapa proporcionou, atraveés do calor e da solucdo tampdo, a
quebra das ligacGes induzidas pela formalina recuperando, assim, 0s epitopos antigénicos.
Além disso, promoveu a reidratacdo dos corte histologicos permitindo melhor penetracao dos
anticorpos com consequente aumento da acessibilidade aos epitopos. Todo o material foi
retirado dos tanques para lavagem por 3 minutos com a solugcdo Wash Buffer Envision Flex —
pH=6 — Dako.

Em seguida, procedeu-se ao bloqueio da peroxidase endoégena com o perdxido de
hidrogénio a 5% durante 10 minutos — esta etapa teve por objetivo evitar a coloracdo de fundo
(background). Depois, efetuou-se nova lavagem por 3 minutos. Neste momento, 0s cortes
foram circundados com caneta hidrofobica para receberem o anticorpo priméario (Monoclonal
Mouse Anti-Human E-cadherin — Clone NCH-38). Efetuada a aplicacdo do anticorpo
primario, lamina por lamina, todo o0 conjunto permaneceu em incubacdo por
aproximadamente 19 horas em geladeira a temperatura de 8°C. Esta longa duragdo foi
utilizada para favorecer a ligacdo do anticorpo com o antigeno.

Ao serem retiradas, duas lavagens foram realizadas com a solucdo Wash Buffer
Envision Flex ; uma depois de 5 minutos e, outra, apds mais 3 minutos.

Seguiu-se a incubagdo com o Linker (EnVision Flex+, Mouse) durante 15 minutos
(para promover a amplificacdo da ligacdo do antigeno com o polimero na etapa a seguir).
Depois, foram efetuadas duas lavagens com o tampao Wash Buffer Envision Flex a intervalos
de 5 minutos.

Procedeu-se, em seguida, a incubacdo com o polimero Dako EnVision durante 40
minutos. Repetidas duas passagens na solucéo de lavagem, a intervalos de 5 minutos.

Na sequencia, efetuou-se a incubacdo do cromégeno Dako DAB por 10 minutos
para, depois, realizar lavagem das laminas em agua corrente. Em seguida, foi feita a
contracoloragdo com a hematoxilina (EnVision Flex Hematoxylin). Depois, realizado novo
banho com agua corrente.

Nesta fase, foram executadas trés passagens em alcool absoluto e trés no xilol
para obtencdo de desidratacdo e diafanizagdo. Finalmente foi realizada a montagem das
laminulas utilizando-se o Balsamo do Canada deixando as ldminas prontas para a leitura ao

microscopio.
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Todas as sessdes do procedimento imunohistoquimico incluiram laminas para
controle positivo e negativo (TAYLOR; 2006). Para o controle positivo, o tecido utilizado foi
0 apéndice cecal, considerado, em relatos prévios, excelente marcador para a caderina-E
(HUNT et al., 1997; JAWHARI et al., 1997). Nos mesmos cortes do apéndice cecal, células
dos tecidos ndo epiteliais (fibroblastos, linfocitos, células endoteliais), que ndo se coram pela
caderina-E, representam o controle negativo da amostra. O controle negativo da reacdo, com o

mesmo material, foi obtido através da ndo aplica¢do do anticorpo primario na lamina.
3.3 Avaliacéo da imunoexpressao da caderina-E

A imunomarcacédo foi considerada positiva quando da presenca da caderina-E
membranar, e, negativa, quando da auséncia desta molécula na membrana celular, baseada
nos critérios de Shimazui et al., 2006 e de Almeida et al., 2010.

3.4 Avaliacéo intra e inter-observadores

As preparagdes histologicas da caderina-E deste estudo foram analisadas pelo

autor e por um patologista em microscépio Olympus BX41.

3.5 Analise estatistica

O aplicativo GraphPad Prism 5 foi utilizado para os testes estatisticos e na
elaboracdo dos graficos. O teste exato de Fisher propiciou os célculos para as tabelas de

contingéncias e o valor de p < 0,05 foi definido como estatisticamente significante.

3.6 Aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade
Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do Ceara - CEP/MEAC/UFC sob o
nimero de protocolo 91/2011 tendo obtido aprovacdo em reunido realizada em 30 de

novembro de 2011.
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4 RESULTADOS

Para facilitar a avaliagdo dos resultados da amostra, inicialmente sdo apresentados, nas

figuras seguintes, os controles positivo e negativo da reacéo:

Figura 1 - Imunoexpressdo de caderina-E no apéndice cecal (1)
[ - - B3 - 2 e =~ 2
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Controle negativo (auséncia de expressao membranar) - 400X
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Conforme se pode observar pela Tabela 1, as cervicites e lesdes intraepiteliais
exibem predominio acentuado de marcacdo positiva enquanto nos carcinomas prevalece a

expressao negativa da Caderina-E.

Tabela 1 - Imunoexpressdo da Caderina-E nas Cervicites, Lesfes Intraepiteliais Escamosas e Carcinoma Invasor
do colo uterino

LESAO Expressao de Caderina-E TOTAL
Negativa Positiva
Cervicite 1 (12%) 7 (88%) 8
LIEBG 7 (29%) 17 (71%) 24
LIEAG 7 (25%) 21 (75%) 28
Carcinoma Invasor 19 (83%) 4 (17%) 23
TOTAL 83

A Cervicite apresentou 1/8 (12%) de expressdo negativa e 7/8 (88%) casos com
expressao membranar positiva. A LIEBG teve 7/24 (29%) para marcacao negativa e 17/24
(71%) para a expressdo positiva. Na LIEAG observou-se 7/28 (25%) casos com marcacgao
negativa e 21/28 (75%) de expresséo positiva. Por outro lado o Carcinoma Invasor expressou
19/23 (83%) marcacOes negativas e apenas 4/23 (17%) casos de expressdo positiva.

A tabela 2 mostra a imunoexpresséo de caderina-E para as areas de tecido normal
adjacente as Cervicites, LIEBGs e LIEAGs. Nas areas adjacentes as cervicites, 1/8 casos
(12%) tiveram expressdo negativa e 7/8 (88%) apresentaram expressdo positiva. Na area
adjacente as LIEBGs, houve 8/15 (53%) marcacdes negativas e 7/15 (47%) para expressao
positiva. Finalmente, nas LIEAGS, a expressao negativa foi de 6/13 (46%) enquanto em 7/13

(54%) casos, a imunomarcacao foi positiva.

Tabela 2 - Imunoexpressao da Caderina-E no epitélio normal adjacente a Cervicite, LIEBG e LIEAG

LOCALIZAGCAO Expressdo de Caderina-E TOTAL
Negativa Positiva

Adjacente a Cervicite 1 (12%) 7 (88%) 8

Adjacente a LIEBG 8 (53%) 7 (47%) 15*

Adjacente a LIEAG 6 (46%) 7 (54%) 13+

* Em 9 casos o epitélio normal adjacente as LIEBGs nédo esteve representado
** Em 15 casos o epitélio normal adjacente as LIEAGS nao teve representagéo

Observa-se nesta tabela uma maior frequéncia de expressdo negativa de caderina-
E na mucosa normal adjacente as LIEBGs 8/15 (53%) do que na mucosa normal adjacente as

cervicites 1/8 (12%), porem a diferenga ndo se mostrou estatisticamente significante, p =
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0,0858. A imunoexpressdo negativa de caderina-E na mucosa normal adjacente as LIEAGs
6/13 (46%) também foi maior do que a expressao na mucosa normal adjacente as Cervicites
1/8 (12%), p = 0,1736, diferenca também néo significante. Foram ainda comparadas as areas
de mucosa normal adjacentes as LIEBGs (8/15) com as &reas normais adjacentes as LIEAGs
(6/13) notando-se que a expressao negativa da caderina-E, em ambas, € semelhante: 53% vs
46%, p = 1,000.

Ao se comparar a tabela 1 com a tabela 2 observou-se na LIEBG expresséo
negativa de caderina-E em 7/24 = 29 % dos casos, enquanto na &rea normal adjacente a
LIEBG houve expressdo negativa em 8/15 casos (53%), p = 0,1817. Da mesma forma, a
expressdo negativa da caderina-E na LIEAG foi de 7/28 (25%) e no tecido normal adjacente a
LIEAG foi de 6/13 (46%), p = 0,2797).

Figura 3 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento do colo uterino
epitélio normal adjacente a cervicite (a)

. : B
1/3 intermediario positivo - 400X
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A tabela 3 apresenta a imunoexpressdo de caderina-E na ectocérvice e juncao
escamo-colunar (JEC/Metaplasia) do epitélio de revestimento, nas Cervicites, tendo em vista

as regides histoldgicas e as camadas da espessura epitelial.

Tabela 3 — Imunoexpressao da Caderina-E em Cervicites por regido histologica e na espessura epitelial

LOCALIZACAO Expressdo de Caderina-E TOTAL*
Negativa Positiva
Ectocérvice 1/3 Basal 5 0
1/3 Intermediério 0 5 S
1/3 Superficial 4 1
JEC/Metaplasia 1/3 Basal 5 1
1/3 Intermediario 1 5 6
1/3 Superficial 6 0

*Total de Cervicites = 8 (amostras s6 de ectocérvice = 2; apenas JEC = 3; ectocérvice + JEC = 3)

Na Ectocérvice hd uma nitida diferenca na expressdo de caderina-E na espessura
epitelial. No 1/3 basal nenhum dos casos (0/5) mostrou expressao positiva de caderina-E
enquanto no 1/3 intermediario a expressdo positiva ocorreu em todos os casos (5/5), p =
0,0079. Ainda nesta tabela verifica-se que a expressdo positiva no 1/3 superficial (1/5) é
semelhante a expressdo positiva do 1/3 basal (0/5), p = 1,000. Ao se fazer a comparacdo de
expressao positiva no 1/3 intermediario (5/5) com o 1/3 superficial (1/5), encontra-se
diferenca significante, p = 0,0476.

Na JEC/Metaplasia, a imunomarcagdo assemelha-se a observada na ectocérvice.
No 1/3 basal a expressao positiva de caderina-E foi de 1/6, diferente do 1/3 intermediério 5/6,
p = 0,0801. Quanto ao 1/3 superficial, observa-se marcagéo positiva (0/6) semelhante ao 1/3

basal (1/6), p = 1,000. Por fim, observa-se que, como visto na ectocérvice, ha diferenca de

expressao positiva significante entre o 1/3 intermediario (5/6) e o 1/3 superficial (0/6), p
0,0152.

Considerando cada regido histolégica, Ectocérvice e JEC/Metaplasia, e
comparando 0s tercos correspondentes, observa-se que a expressdo de caderina-E é
semelhante em cada terco, das duas regides, 1/3 basal: ectocérvice (0/5) vs JEC/Metaplasia
(1/6), p = 1,000; 1/3 intermediario: ectocérvice (5/5) vs JEC/Metaplasia (5/6), p = 1,000; 1/3
superficial: ectocérvice (1/5) vs JEC/Metaplasia (0/6), p = 0, 4545.
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Figura 4 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
epitélio normal adjacente a cervicite (b)

1/3 intermediério — positivo - 400X

Tabela 4 - Imunoexpressao da Caderina-E na Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LIEBG) por regido
histologica e na espessura epitelial

LOCALIZACAO Expressdo de Caderina-E TOTAL
Negativa Positiva
Ectocérvice 1/3 Basal 8 (80%) 2 (20%)
1/3 Intermediario 3 (30%) 7 (70%) 10*
1/3 Superficial 8 (80%) 2 (20%)
JEC/Metaplasia  1/3 Basal 15 (79%) 4 (21%)
1/3 Intermediario 7 (37%) 12 (63%) 19%*=
1/3 Superficial 11(58%) 8 (42%)

*Em 14 casos ndo havia lesdo na ectocérvice. **5 casos ndo tinham lesdo na JEC/Metaplasia

A tabela 4 apresenta a imunoexpressdo de caderina-E na ectocérvice e juncéo
escamo-colunar (JEC/Metaplasia) do epitélio de revestimento, nas LIEBGs, segundo as
camadas da espessura epitelial.

Na Ectocérvice observam-se também diferengas entre as camadas da espessura
epitelial. No 1/3 basal 2/10 (20%) casos foram positivos enquanto o 1/3 intermediério
mostrou expressao positiva em 7/10 (70%) casos, p = 0,0698. No 1/3 superficial 2/10 (20%)
observou-se a mesma expressao positiva que no 1/3 basal 2/10 (20%), p = 1,0000. Ao se
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comparar a expressdo positiva no 1/3 intermediario (7/10) com o 1/3 superficial (2/10),
obteve-se um valor de p = 0,0698. Observou-se, mais uma vez, a semelhanca ao comparar 0s
tercos, basal e superficial.

Ainda na Tabela 4, na regido histologica da JEC/Metaplasia, o 1/3 basal teve
expressdo positiva em 4/19 (21%) casos, e 0 1/3 intermediario em 12/19 (63%) casos, com
diferenca significante, p = 0,0201. A expressao positiva no 1/3 superficial (8/19) casos foi
similar a do 1/3 basal (4/19), p = 0,2953. E na comparacdo da expressdo positiva da caderina-
E no 1/3 intermediario 12/19 e no 1/3 superficial 8/19, a diferenca ndo foi significante, p =
0,3300.

As regides histologicas, Ectocérvice e JEC/Metaplasia também foram comparadas
tomando-se o 1/3 de uma com o homologo da outra regido (Tabela 4). Os resultados da
expressdo positiva de caderina-E ndo mostraram diferengas com significado estatistico e sdo
mostrados a seguir. No 1/3 basal: ectocérvice (2/10) vs JEC/Metaplasia (4/19) casos, p =
1,000; 1/3 intermediario: ectocérvice (7/10) vs JEC/Metaplasia (12/19) casos, p = 1,000; e no
1/3 superficial: ectocérvice (2/10) vs JEC/Metaplasia (8/19), p = 0,4137.

Figura 5 - Imunoexpressao de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento do colo uterino
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Figura 6 - Imunoexpressao de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento do colo uterino -
LIEBG (expressdo apenas no 1/3 intermediario)
b o0 P ° e
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Figura 7 - Imunoexpressao de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento do colo uterino -
area normal adjacente a LIEBG
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Tabela 5 — Imunoexpressao da Caderina-E na Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (LIEAG) por regido
histoldgica e na espessura epitelial

LOCALIZACAO Caderina-E TOTAL
Negativa Positiva

Ectocérvice 1/3 Basal 5 (100%) 0 (0%)
1/3 Intermediario 2 (40%) 3 (60%) 5*
1/3 Superficial 3 (60%) 2 (40%)

JEC/Metaplasia 1/3 Basal 22 (79%) 6 (21%)
1/3 Intermediério 15 (54%) 13 (46%) 28
1/3 Superficial 13 (46%) 15 (54%)

*23 casos ndo exibiram lesdo na regido da ectocérvice

A tabela 5 mostra a imunoexpressédo da caderina-E nas LIEAGs tendo em vista as
regides histoldgicas e as camadas da espessura epitelial.

Na Ectocérvice, a expressdo positiva da caderina-E teve os seguintes resultados:
1/3 basal = 0/5 casos, 1/3 intermediario = 3/5 casos e o 1/3 superficial = 2/5 casos.
Comparados entre si, 0s resultados ndo foram significantes: 1/3 basal vs 1/3 intermediario, p =
0,1667; 1/3 basal vs 1/3 superficial, p = 0,444 e 1/3 intermediario vs 1/3 superficial, p = 1,000.

Na JEC/Metaplasia, 0 1/3 basal obteve 6/28 (21%) casos para expressdo positiva;
0 1/3 intermediario 13/28 (46%) casos e 0 1/3 superficial mostrou expressao positiva de
caderina-E em 15/28 (54%) casos. Analisando o significado estatistico encontrou--se: 1/3
basal vs 1/3 intermediario, p = 0,0891; 1/3 basal vs 1/3 superficial, p = 0,0261 e no 1/3
intermediario vs 1/3 superficial, p = 0,7896.

Foi ainda efetuada, a partir dos dados da tabela 5, comparacdo dos tercos
homologos de cada regido histologica obtendo-se os seguintes resultados: 1/3 basal da
ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p = 0,5563; 1/3 intermedidrio da ectocérvice vs
JEC/Metaplasia, p = 0,6562 e 1/3 superficial da ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p = 0,6562.

Estes dados ndo mostraram diferencas significantes.



Figura 8 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento do colo uterino -
LIEAG
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Figura 9 - Imunoexpresséo de caderina-E em epitélio escamoso de revestimento de colo uterino -
LIEAG (expressdo apenas no 1/3 intermediario)
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O acentuado predominio de expressdo negativa da caderina-E nos carcinomas
invasivos (19/23 = 83%) em relacdo as cervicites (1/8 = 12%), as LIEBGs (7/24 = 29%) e as
LIEAGs (7/28 = 25%) foi mostrado na tabela 1.

Na figura 10 compara-se a expressdo negativa desta proteina de adesdo no
Carcinoma Invasor (19/23 = 83%) e nas Cervicites (1/7 = 12%), e encontra-se diferenca

significante (p = 0,0009).

Figura 10 - Imunoexpressdo de Caderina-E no Carcinoma Invasor do colo uterino e na Cervicite
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Na figura 11, a seguir, novamente se verifica o grande predominio da expressao
negativa da caderina-E nos Carcinomas Invasor em relagdo as LIEBGs (19/23 = 83% vs 7/24

= 29%), p = 0,0004.
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Figura 11 - Imunoexpressdo de Caderina-E no Carcinoma Invasor do colo uterino e na LIEBG
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De maneira similar, observa-se na figura 12 que é nitida a maior expressao
negativa da caderina-E no carcinoma invasor ao compara-lo com as LIEAGs (19/23 = 83% vs

7/28 = 25%), p < 0,0001.

Figura 12 - Imunoexpressdo de Caderina-E no Carcinoma Invasor do colo uterino e na LIEAG
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A figura 13, abaixo, apresenta em valores relativos, de forma mais evidente, a
comparacdo do Carcinoma Invasor com as demais lesdes (Cervicite, LIEBG e LIEAG).

Figura 13 - Imunoexpressdo de Caderina-E na Cervicite, LIEBG, LIEAG e no Carcinoma Invasor do colo

uterino
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Foi também efetuada a comparagdo entre o Carcinoma Invasor vs (LIEBG +
LIEAG) respectivamente (19/23 = 83%) vs (14/52 = 27%), p < 0,0001. Por fim, comparou-se
o Carcinoma Invasor com todas as lesdes e, incluindo as cervicites e os resultados foram:
(19/23 = 83%) vs (15/60 = 25%), p < 0,0001.

Finalmente, a tabela 6 mostra a expressdo de Caderina-E em duas regides
histoldgicas distintas dos blocos de células cancerosas invasoras: area central do bloco celular
tumoral propriamente dito e sua periferia, aqui denominada, margem de invasdo. Os
resultados revelam predominio acentuado da marcacdo negativa em ambas as regides, sem

diferenga significativa (area central: 19/23 vs margem de invasao: 22/23; p = 0,3463).

Tabela 6 — Imunoexpresséo da Caderina-E no Carcinoma Invasor do Colo Uterino

LOCALIZACAO Expressao de Caderina-E TOTAL
Negativa Positiva
Area Central 19 (83%) 4 (17%) 23

Margem de Invasao 22 (96%) 1 (4%) 23




Figura 14 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso de colo uterino -
Carcinoma Invasor
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Figura 15 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
Carcinoma Invasor (detalhe)
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Figura 16 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
Carcinoma Invasor com LIEAG contigua
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Figura 17 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
Carcinoma Invasor com LIEAG contigua (detalh




Figura 18 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
Carcinoma Invasor (detalhe de células agrupadas invasivas)
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Figura 19 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -

Carcinoma invasor (ninhos infiltrantes)
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Figura 20 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino
(grupos de células agrupadas invasivas com estroma de permeio)
DA TS T %

Figura 21 - Imunoexpressdo de caderina-E em epitélio escamoso do colo uterino -
Carcinoma invasor (nitida perda de expressdo na margem de invasao)
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5 DISCUSSAO

Neste estudo procurou-se comparar a imunoexpressao da caderina-E, importante
molécula de adesdo relacionada a carcinogénese em varios tipos de lesbes do colo uterino,
incluindo as cervicites, lesfes intraepiteliais escamosas e carcinomas invasores.

Numa observacdo global de todos os resultados obtidos (Tabela 1) constatou-se
nitida diferenca de expressdo da caderina-E membranar entre as cervicites e as neoplasias
sendo o carcinoma invasor aguela que mostrou maior significancia estatistica quando
comparada as cervicites (p = 0,0009). Nas LIEs, os numeros para a marcacao negativa foram
semelhantes LIEBG = 29% e LIEAG = 25%, ndo muito diferentes dos resultados obtidos por
Rodriguez-Sastre et al., (2005) que encontraram, em estudo similar, uma tendéncia ao
desaparecimento da caderina-E membranar em 40% dos casos das lesdes intraepiteliais
escamosas. No entanto, na comparacdo das LIEs com o tecido normal, os mesmos autores
obtiveram dados diferentes (p = 0,0108) dos aqui encontrados (p = 0,6657). Porem é na
comparacdo entre a expressdo da caderina-E nas LIES e no carcinoma invasor que 0S
supracitados pesquisadores mais divergiram do atual estudo e mesmo surpreenderam ao
informar auséncia de diferenca significante (p = 0,7230) enquanto nesta pesquisa foi revelada
alta significancia (p < 0,0001).

Para Méndez e Bosch (2011), diferentes resultados entre diversos estudos podem
ser consequéncia de variacGes de tipos de técnicas para métodos de recuperacdo antigénica
tanto quanto da especificidade dos anticorpos primarios utilizados assim como da aplicacdo
de parametros distintos na interpretacéo dos resultados da imunohistoquimica.

Foi definido como outro objetivo neste estudo comparar a expressdo negativa da
caderina-E, nas Lesdes Intraepiteliais Escamosas (LIES), na area lesional propriamente dita,
com o epitélio normal adjacente a estas lesdes (Tabelas 1 e 2), considerado este aspecto de
relevancia em razéo da obtencéao de resultados ndo esperados.

De inicio, com relacdo a LIEBG, chama a atencdo a expressdo negativa de
caderina-E na lesdo (29%), inferior a da sua area normal adjacente (53%) revelando aspectos
ndo esclarecidos até a conclusdo deste estudo. E, ao comparar as LIEBGs com as cervicites,
sdo observadas diferencas que, mesmo ndo tendo sido significantes, parecem indicar uma
tendéncia crescente na expressdo negativa da caderina-E. Uma maior expressao negativa nas
LIEBGs em relacdo as cervicites é esperada e também descrita por outros autores
(RODRIGUEZ-SASTRE et al., 2005; MENDEZ; BOSCH, 2011). Porém, a explicacio por
que ocorreu maior perda de expressdo membranar na area normal adjacente a LIEBG do que

na propria lesdo (Tabelas 2 e 1), permanece desconhecida. Pode-se argumentar que o nimero
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de casos de areas normais adjacentes a LIEBG seja eventual causa de vies, pois, como foi
visto, o “n” total de LIEBGs = 24 (Tabela 1) ndo teve representacao equivalente nas
correspondentes areas normais adjacentes, n = 15 (Tabela 2). Esta diferenca, no entanto, nao
se mostrou significante, p = 0,1817.

A LIEAG, de forma similar, mostra marcagdo negativa mais expressiva em sua
area normal adjacente (46%) se comparada a propria lesdo, (25%). Novamente, pode-se
discutir acerca do menor nimero de casos, n = 13 (Tabela 2) nas areas normais adjacentes do
que o “n” total de LIEAGs = 28 (Tabela 1) como possivel causa deste resultado, porém esta
diferenca, mais uma vez, ndo se mostrou significante, p = 0,2797. Na comparacdo das
LIEAGs (25%) com as cervicites (12%), os nimeros relativos sdo mais elevados nas LIEAGS,
todavia sem significancia estatistica, p = 0,6514. A imunomarcacdo negativa da caderina-E
nas LIEAGs vs cervicites em suas correspondentes areas adjacentes mostrou resultados
diversos, 46% vs 12% (Tabela 2) respectivamente, que, no entanto também ndo exprimem
diferenca significante. Papadavid et al., (2002), em estudo de cento e vinte e dois tumores de
pele tendo suas areas adjacentes sido usadas como controles internos, encontraram, nestes
sitios contiguos, uma expressao de caderina-E positiva em todos 0s casos.

Numa andlise concernente as LIEs supracitadas e suas areas normais adjacentes,
os resultados encontrados mostram a aparente tendéncia para marcacdo predominantemente
negativa da caderina-E (LIEBG = 53% e LIEAG = 46%) quando comparadas as cervicites
(12%) mesmo sendo sem significancia em suas diferencas: LIEBG vs cervicite, p = 0,0858 e
LIEAG vs cervicite, p = 0,1736. Pode-se, de fato, especular sobre a possibilidade de
comportamento diferenciado, nas areas ditas normais adjacentes as LIES, com tendéncia a
marcacdo negativa por alguma influencia paracrina de células epiteliais nas zonas de lesao.

Realmente, a partir dos recentes conhecimentos sobre o microambiente tumoral,
sabe-se que o estroma hospedeiro desempenha papel fundamental no crescimento maligno e
que tumores em desenvolvimento podem liberar sinais que rompem a homeostase do tecido
normal e desencadeiam respostas das células vizinhas promovendo a liberacdo de moléculas
bioativas que influenciam e favorecem o crescimento do préprio tumor (ARIZTIA et al.,
2006). Por outro lado, com a mesma importancia, estad o papel do papilomavirus humano em
sua habilidade para reduzir a expressdo da caderina-E celular. E fato estabelecido que os
proto-oncogenes E6 e E7 do HPV estdo implicados na falha de expressdo desta molécula de
adesdo (MATTHEWS et al., 2003; HUBERT et al., 2005; LAURSON et al., 2010; LEONG
et al., 2010). Estes dados tomados em conjunto fortalecem a nocdo de que a progressao

tumoral também depende do estroma ou do microambiente tumoral e ndo somente da
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instabilidade genética das celulas neoplasicas (ARIZTIA et al., 2006). Realmente, Giannini et
al., (2002), em trabalho relacionado, afirmaram que a infeccdo pelo HPV por si s6 ndo era o
suficiente para o desenvolvimento do cancer, e, tal percepcéo, foi compartilhada por Snijders
et al., (2006), em estudo versando sobre a carcinogénese cervical mediada pelo HPV.

Também foi efetuada a comparacdo entre a expressdo negativa da caderina-E
entre as LIEs (29% vs 25%), sem diferenca estatistica, e entre as areas normais adjacentes as
LIEs, evidenciando-se semelhanga na marcacdo dos dois tipos de lesbes LIEBGs (53%) vs
LIEAGs (46%), p = 1,000.

E possivel haver, nas areas normais mais proximas as lesdes, um sitio de maior
potencial evolutivo na direcdo destas neoplasias intraepiteliais. Carvalho et al., (2012), ao
tratar sobre taxa de recorréncia lesional de 20% apds excisdes tumorais com margens
histologicamente livres, avaliam que o exame histoldgico intraoperatério ndo pode detectar
alteracGes moleculares que ndo envolvem mudancas fenotipicas nas células, que, no entanto,
as colocam numa via tumorigénica. Slaughter, Southwick e Smejcal (1953) j& haviam
chamado a aten¢@o para o que denominaram de "campo de cancerizagao" ou, ainda, “campo
de epitélio pré-condicionado” na area adjacente ao tumor, que por ser portador de mudangas
irreversiveis e ainda desconhecidas, marcharia para um processo de cancer de forma
inevitavel, isto, podendo ser a causa maior para falhas no tratamento devido a alta propenséo
para desenvolver recorréncias locais e segundos tumores primarios. Assim, se pode indagar
como seria a imunoexpressao da caderina-E em outras areas de mucosa normal do mesmo
colo, porém distantes ou ndo limitantes com a lesdo, investigacdo, esta, impraticavel neste
estudo, realizado predominantemente em bidpsias ou pecas pequenas.

De qualquer forma, segundo Jeffers et al., (1997), parece improvavel que um
processo bioldgico complexo, como a invasdo estromal, seja regulado por uma s6 proteina e
gue uma sequencia de mudancas incluindo alteracdes em outras moléculas de adesdo devem
ser provavelmente necessarias para o desenvolvimento de um fenotipo plenamente invasivo.

Em outra finalidade deste estudo, nas cervicites, considerando as regides
histoldgicas ectocérvice (epitélio nativo) e JEC/Metaplasia® e, ainda levando-se em conta a

espessura do epitélio escamoso normal e sua divisdo em trés camadas (basal, intermediaria e

® O portio cervical nativo ou ectocérvice é recoberto por epitélio escamoso estratificado. A endocérvice é
constituida por epitélio cilindrico. O termo jun¢do escamo-colunar (JEC) é usado para descrever a unido dos dois
tipos de epitélio: o estratificado escamoso e o colunar ou cilindrico. A metaplasia, por sua vez, define a mudanga
de um epitélio cilindrico maduro para um tipo escamoso também maduro a partir das células de reserva. Esta
regido € de interesse especial para os estudiosos do cancer cervical por ser, atualmente, considerada, sede inicial
do tumor de colo uterino (GOVAN et al., 1969; STERN, 1973; De BOER et al., 1999; DELVENNE; HUBERT;
JACOBS, 2004; NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007; CABERG et al., 2008; SZALMAS; KONYA, 2009).
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superficial; Tabela 3), procurou-se avaliar eventuais diferencas na expressao da caderina-E
entre cada um destes sitios histolégicos e, também, nos diferentes estratos®. Ao eleger este
aspecto para andlise deve-se a0 mesmo tempo reconhecer a vulnerabilidade dos resultados e
da interpretacdo dos dados obtidos, em razdo do reduzido nimero de casos de cervicite (08)
utilizados nesta pesquisa.

Na regido da ectoceérvice, destes casos de cervicite, foi encontrada nitida diferenca
de marcacao da caderina-E segundo a espessura epitelial no revestimento. Nestas amostras, o
terco intermediario mostrou predominio de marcacdo positiva quando comparado aos tercos
basal e superficial: 1/3 intermediario vs 1/3 basal, p = 0,0079; 1/3 intermediario vs superficial,
p = 0,0476 ambas comparacOes significantes. Evidenciou-se, igualmente, a similitude de
expressdo ao se observar o terco basal vs terco superficial, p = 1,000. Estes resultados se
assemelham aos de De Boer et al., (1999), porém diferem daqueles obtidos por Jeffers et al.,
(1997), para quem forte marcacdo membranar da caderina-E, nos controles normais, foi
encontrada tanto na camada basal como na intermedidria, conclusdo, esta, também
compartilhada por Hubert et al., (2005) e por Caberg et al., (2008) em estudos mais recentes.

Na JEC/Metaplasia a marcagdo da caderina-E foi semelhante aquela observada na
ectocérvice sempre com predominancia de imunomarcacao positiva no 1/3 intermediario com
diferencas significantes ou muito préximas: 1/3 intermediario vs 1/3 basal, p = 0, 0801; 1/3
intermediario vs 1/3 superficial, p = 0,0152. Mais uma vez, os tercos, basal e superficial
foram semelhantes em suas expressdes de caderina-E: 1/3 basal vs 1/3 superficial, p = 1,000.

Ainda nas cervicites (Tabela 3), os trés estratos de cada uma destas regides
histologicas (Ectocérvice e JEC/Metaplasia) também foram comparados, cada um, com o seu
correspondente na outra regido e verificou-se a semelhanca na expressdo da caderina-E entre
cada par equivalente (1/3 basal: ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p = 1,000; 1/3 intermediério:
ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p = 1,000; 1/3 superficial: ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p =
0, 4545).

Enfim, numa observagéo global da expresséo positiva da caderina-E nas cervicites
(88% dos casos), vista aqui, encontram-se evidéncias para entender por que Méndez e Bosch
(2011), de forma categorica, concluiram que as moléculas de adesdo mostram forte expresséo
em tecidos epiteliais benignos sem excecdes.

As LIEBGs também foram estudadas segundo seus sitios histoldgicos,

Ectocérvice & JEC/Metaplasia, e suas diferentes camadas de estratificacdo, basal,

* As neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) nos seus trés graus evolutivos (NIC 1, NIC 1l e NIC 1lI)
fundamentam-se justamente nesta divisdo de camadas (RICHART, 1967; ZIMMERMANN et al., 2010).
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intermediaria e superficial (Tabela 4). Na regido da Ectocérvice vé-se nitida diferenca de
expressao positiva da caderina-E no terco intermediario (70%) enquanto os tercos, basal e
superficial, se equivalem em percentual muito menor (20%). Observa-se o predominio de
marcagao positiva da caderina-E do tergo intermediario com relagéo aos outros.

Na JEC/Metaplasia, observa-se também clara predominancia de expressao
positiva no terco intermediario (63%). O terco basal mostrou, em termos relativos, expressao
menor com relacdo ao terco superficial (21% e 42% respectivamente).

Ainda com relacdo as LIEBGs (Tabela 4) as regides histologicas, Ectocérvice e
JEC/Metaplasia foram comparadas conforme seus diferentes tercos (basal, intermediario e
superficial) emparelhando-se em cada terco o resultado da expressdo em uma e outra regiao.
Evidenciou-se que ndo ha diferenca estatistica na imunoexpressdo da caderina-E entre regies
histoldgicas nativas e metaplasicas: 1/3 basais ectocérvice (20%) vs JEC/Metaplasia (21%), p
= 1,000; 1/3 intermediarios ectocérvice (70%) vs JEC/Metaplasia (63%), p = 1,000 e os 1/3
superficiais ectocérvice (20%) vs JEC/Metaplasia (42%), p = 0,4137. As lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (LIEAGs; Tabela 5) foram avaliadas conforme mesma sistematizacédo
como j& visto anteriormente. Note-se que, aqui, ndo se pode afirmar que haja predominio na
expressao positiva da caderina-E no terco intermediario, ao contrario, a distribui¢do, por
camadas parece apresentar uma tendéncia a equivaléncia principalmente, ao se observar a
regido histoldgica JEC/Metaplasia onde o terco intermediario obteve ainda menor expressao
(46%) da caderina-E do que no terco superficial (54%). De fato, segundo Jeffers et al.,
(1997), nas LIEAGs, a expressédo da caderina-E membranar ocorreu em todas as camadas do
epitélio displasico na maioria dos casos da sua pesquisa.

Especificamente nestas amostras das LIEAGS, os resultados referentes a
ectocérvice podem ser questionados em razdo do reduzido “n”, explicavel pelo simples fato
de que a area lesional na regido histologica da ectocérvice esteve representada apenas em
cinco casos. Evidentemente, este pequeno ndmero pode originar um Vviés na comparacao de
resultados. Apesar disso, comparativamente & situacdo similar nas LIEBGs (Tabela 4), aqui,
0s numeros ndo parecem tdo discrepantes: 1/3 basal = 0% para marcacao positiva da caderina-
E vs 20% nas LIEBGs; 1/3 intermediario = 60% para marcacao positiva vs 70% nas LIEBGs;
1/3 superficial = 40% para expressao positiva vs 20% nas LIEBGs.

Nesta amostragem das LIEAGs, o comportamento da expressao da caderina-E nos
diferentes estratos mostrou alguma semelhanca ou reproduziu alguns resultados proximos aos
esperados, mesmo que questionaveis na regido da ectocérvice — como explicado no paragrafo

anterior. E, no sitio JEC/Metaplasia, ndo se observou o predominio de marcagdo positiva no
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terco intermediario (46%) tal como observado até agora nas cervicites (Tabela 3) e nas
LIEBGs (Tabela 4). Nesta regido histologica (JEC/Metaplasia), todos os 28 casos tiveram
representagdo da lesdo. Mesmo nao sendo este um “n” elevado, pode-se especular sobre a
possibilidade de tendéncia para a diminui¢do da expressdo positiva da caderina-E neste tipo
de lesdo considerada limitrofe ao cancer, onde, sabe-se do predominio de imunomarcacao
negativa da caderina-E, ou, auséncia de expressdo membranar.

Em suporte a estes achados, Méndez e Bosch (2011), argumentam que, nos
tecidos neoplasicos, hd uma disposicdo para a reducdo da imunoreatividade da caderina-E.
Reforcando esta observacdo, Caberg et al., (2008) em sua pesquisa detectaram uma
progressiva perda na imunoexpressdo da caderina-E a medida que as lesdes evoluiam em
severidade. E, de forma incisiva, Van Roy e Berx (2008), em artigo de revisdo, concluem que
estd bem firmado o conceito de que os tumores epiteliais perdem parcial ou completamente a
caderina-E, a medida que progridem na malignidade.

Ainda nas LIEAGs (Tabela 5), os tercos homologos de cada regido histologica
foram comparados, porem, com diferencas sem significancia estatistica em seus resultados:
1/3 basal da ectocérvice vs JEC/Metaplasia, p = 0,5563; 1/3 intermediario da ectocérvice vs
JEC/Metaplasia, p = 0,6562 e 1/3 superficial da ectocervice vs JEC/Metaplasia, p = 0,6562.

Ja havia sido mostrado anteriormente (Tabela 1) o nitido predominio de marcacgéo
negativa no carcinoma invasor do colo uterino ao compara-lo com as demais lesdes mostradas
na mesma tabela: cervicites, LIEBGs e LIEAGs. A representacdo destas comparagdes
mostradas nas figuras 10, 11, 12 e 13 ¢é ainda muito mais demonstrativa e convincente.

Inicialmente (Figura 10) foram colocados, lado a lado, o carcinoma invasor e as
cervicites, com predominante expressdo negativa da caderina-E neste tipo de cancer e a
diferenca entre estas duas lesbes mostrou-se altamente significante: expressao negativa no
carcinoma invasor (83%) e nas cervicites (12%), (p = 0,0009).

Ao se comparar 0 carcinoma invasor com as LIEBGs (Figura 11) evidenciou-se,
mais uma vez, o contraste entre as expressdes negativas da caderina-E de um e de outro com
indiscutivel diferenca: carcinoma invasor (83%) vs LIEBGs (29%), p = 0,0004. Aqui, porem,
parece pertinente comentar a ocorréncia de um aumento, embora ndo significante, na
expressao negativa da caderina-E ao se comparar com as cervicites: LIEBGs (29%) vs
cervicites (12%).

Seguindo o mesmo modelo comparativo foram submetidos a andlise, o carcinoma

invasor e as LIEAGs (Figura 12) quando igualmente se constatou clara diferenca de marcagéo
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negativa da caderina-E no tumor: 83% vs 25%, p < 0,0001. Novamente se observou elevacao
da expressao negativa se comparada aquela da cervicite: LIEAGs (25%) vs cervicites (12%).

Assim, nas situacGes acima discutidas (Figuras 10, 11 e 12) os dados obtidos
podem ser considerados como esperados, com imunomarcagao negativa predominante sempre
no tumor ao compara-lo com as LIEs. Notou-se também um aparente crescendo da expressao
negativa da caderina-E ao se tomar as LIEs em comparacédo as cervicites, mostrando, talvez,
ja discreta tendéncia a perda de expressdo positiva da caderina-E nestas lesbes precursoras.
Apesar de ser, esta, uma observacdo pertinente, € também questionavel ja que as diferencas
ndo mostraram significancia: LIEBGs (29%) vs cervicite (12%), p = 0,6417 e LIEAGs (25%)
vs cervicites (12%), p = 0,6514.

Ao se comparar em uma mesma figura os quatro tipos de lesdes (Figura 13)
observa-se nitida diminuicdo de expressdo membranar da caderina-E, a partir da cervicite na
direcdo do carcinoma invasor. Estes dados revelam que a expressdo membranar da caderina-E
na célula epitelial é inversamente proporcional ao grau da neoplasia, com menor expressao
nas lesdes de alto grau e carcinomas in situ do colo uterino e praticamente ausente nos
carcinomas invasores, em acordo com outros relatos (WU; ZHOU, 2008; MUNHOZ et al.,
2009; ZIMMERMMANN et al., 2010).

Neste estudo, observando os carcinomas invasores, inicialmente pareceu haver,
nos blocos invasivos, tendéncia a um comportamento de marcagdo distinto entre o centro e
sua periferia ou margens (Tabela 6). Desta forma procurou-se averiguar a existéncia de
eventuais diferencas entre as duas regides dos blocos infiltrantes. Observou-se entdo que a
expressao negativa predominou na margem de invasdo (96%) adjacente ao estroma em
relacdo a area central (83%) dos ninhos infiltrantes diferenca, contudo, sem significancia
estatistica (p = 0,3463). Esta também foi a conclusdo de Rodrigues et al., (2013), em
investigacdo semelhante em carcinomas de vulva, quando observaram que a diferenca de
expressao de caderina-E entre a area central (54%) e a margem de invasdo (51,7%) ndo foi
significante (p = 0,692).

Em sintese, esta pesquisa mostrou que a caderina-E é expressa frequentemente na
membrana celular no epitélio normal adjacente as cervicites. Notou-se, também, que ha perda
progressiva de caderina-E, nas LIEs de baixo e alto graus, que prepondera nas células menos
diferenciadas, no tergo basal da espessura epitelial. Finalmente, observou-se que a mais
significativa expressdo negativa da caderina-E ocorreu no carcinoma epidermdide invasor do

colo do Utero.
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Estes dados sugerem que a caderina-E pode desempenhar um papel importante na
carcinogénese do colo uterino, no entanto, muitos aspectos permanecem sem explicacéo e
novos estudos Sdo necessarios para aquisicao de maiores conhecimentos sobre esta molécula

de adesédo. O conjunto destes aspectos motivou a realizacdo deste estudo.
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6. CONCLUSOES

A cervicite mostrou forte expressio membranar de caderina-E que se apresentou

diminuida nas LIEs e com perda acentuada no carcinoma invasor.

Nas cervicites, a imunomarcacdo da caderina-E ndo exibiu diferencas ao se comparar
sua expressdo nas regides histologicas da ectocérvice com a da JEC/metaplasia, porém
mostrou nitido predominio de expressdo positiva no terco intermediario quando

comparado aos demais estratos epiteliais (tergcos, basal e superficial).

A comparacdo entre a expressdo da caderina-E nas LIES propriamente ditas e nas areas

de mucosa normal adjacente a estas, ndo resultou em diferenca significante.

Nas LIEs ndo houve diferencas significantes de marcacdo da caderina-E entre as
regibes histoldgicas ectocérvice e JEC/metaplasia, porém nas camadas de
estratificacdo, observou-se predominio de marcacdo positiva no terco intermediario

quando comparado aos tercos, basal e superficial da espessura epitelial.

A imunoexpressdao negativa da caderina-E € indiscutivelmente mais pronunciada nos
carcinomas escamosos invasores do colo uterino quando comparados as LIEBGs e as
LIEAGsS.

A expressdo da caderina-E nas diferentes regifes dos blocos infiltrantes (regido

marginal e regido central) ndo mostrou diferenca significante.
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APENDICE - Quadro Geral da Imunoexpressdo de Caderina-E nas Cervicites, LIEBGs,
LIEAGs e no Carcinoma Invasor do Colo uterino

Caso Idade Cervicite LIEBG LIEAG Carcinoma Invasor
+ - + - |+ - + -
01 19 X
02 25 X
03 20 X
04 24 X
05 43 X
06 28 X
07 24 X
08 19 X
09 40 X
10 35 X
11 29 X
12 36 X
13 29 X
14 20 X
15 28 X
16 21 X
17 22 X
18 37 X
19 38 X
20 22 X
21 29 X
22 43 X
23 31 X
24 28 X
25 20 X
26 26 X
27 34 X
28 21 X
29 23 X
30 38 X
31 28 X
32 22 X
33 26 X
34 35 X
35 66 X
36 29 X
37 53 X
38 43 X
39 53 X
40 28 X
41 44 X
42 39 X
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APENDICE (continuagio) - Quadro Geral da Imunoexpressio de Caderina-E nas Cervicites,
LIEBGs, LIEAGs e no Carcinoma Invasor do Colo uterino

Caso Idade Cervicite LIEBG LIEAG Carcinoma Invasor
+ - + - + - + -

43 36 X
44 29 X
45 22 X
46 28 X
47 33 X
48 31 X
49 37 X
50 44 X
51 36 X
52 53 X
53 29 X
54 21 X
55 24 X
56 25 X
57 19 X
58 44 X
59 24 X
60 28 X
61 78 X
62 46 X
63 58 X
64 34 X
65 47 X
66 56 X
67 62 X
68 54 X
69 65 X
70 37 X
71 56 X
72 59 X
73 51 X
74 29 X
75 29 X
76 45 X
77 43 X
78 24 X
79 49 X
80 44 X
81 51 X
82 58 X
83 76 X




