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RESUMO

As caderinas E e N, moléculas de adesdo celular dependentes de calcio, com
importantes fungdes na formacdo e manutencdo da arquitetura tecidual normal se
encontram alteradas em varios tipos de cancer, de acordo com a literatura biomedica. O
objetivo deste trabalho é avaliar a expressdo das duas proteinas no carcinoma gastrico e
respectivas metastases linfonodais, bem como as possiveis participagdes na progressdo
tumoral. Foram utilizados 51 casos de gastrectomia por carcinoma gastrico, 35 dos
quais com linfonodos disponiveis, dos Arquivos do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Cearda (DPML/UFC). Os casos foram
classificados nos tipos intestinal (26) e difuso (25) de acordo com a classificacdo de
Lauren (1965). Utilizou-se técnica de tissue microarray associada com
imunohistoquimica com anticorpos monoclonais anti-Caderina-E e anti-Caderina-N e
sistema de deteccdo universal estreptavidina-biotina-peroxidade. A expressdo de
caderina-E foi avaliada de acordo com o0s seguintes escores: considerada preservada
quando da presenca da caderina-E membranar em 50% ou mais de células tumorais, e,
reduzida, quando menos de 50% destas células apresentavam imunomarcacao
membranar. A marcacdo de caderina-N foi considerada positiva pela presenca de 5% ou
mais de células tumorais com membrana e/ou citoplasmas corados, por esta proteina e,
negativa, quando menos de 5% destas células apresentavam marcagdo. Foram
comparadas expressao preservada e reduzida para caderina-E, positiva e negativa para
caderina-N em cada histotipo de carcinoma, na sede primaria, linfonodo, metaplasia
intestinal e tecido normal distante do tumor. Observou-se que a caderina-E em tumores
maiores que 5 centimetros apresentaram significativa reducdo na expressdo (p =
0,0006). Na comparacdo entre carcinomas difusos em relacdo a mucosa normal distante
do tumor a expressdo da caderina-E foi significativamente reduzida (p = 0,0209). Foram
verificadas diferencas significantes na expressdo da caderina-N entre células epiteliais
normais e metaplasicas, no terco basal (p < 0,0001) e intermediario (p = 0,0026). No
tecido normal, na comparagao entre o0s tergos observou-se que: basal vs superficial (p <
0,0001) e intermediario vs superficial (p < 0,0001), apresentaram aumento da
negatividade no decorrer da diferenciacdo dos ter¢os. Na distribuicdo da expressdo da
caderina-N em células tumorais e ndo tumorais, ficou evidente que no tumor primario
(92%), linfonodo (100%) e metaplasia intestinal (100%) a negatividade foi

predominante, enquanto no tecido normal ocorreu com 74% de expressédo positiva para



caderina-N. A distribuicdo da expressdo da caderina-N em mononucleares do estroma
apresentou uma positividade semelhante entre tumor primario, linfonodo e metaplasia,
enquanto nos linfonodos ocorreu acentuada falta de expressdo, com 92% da expressdo
negativa. Os dados aqui observados de caderina-E e caderina-N sugerem um papel
controverso destas moléculas de adesdo na progressdo tumoral-linfonodal no céncer

géstrico.

Palavras-chave: Cancer Gastrico. Caderina-E. Caderina-N. Progressdo tumoral.
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ABSTRACT

E-Cadherin and N-cadherin are calcium-dependent adhesion molecules with important
roles in the shaping and maintenance of normal tissue architecture and are altered in
several types of cancer, according to the biomedical literature. The aim of this study is
to evaluate the expression of both proteins in gastric carcinoma and their lymph node
metastases as well as their possible participation in tumor progression. Fifty-one (51)
cases of gastrectomy for gastric carcinoma were used, 35 of which with available
lymph nodes, obtained from the files of the Department of Pathology and Forensic
Medicine, Federal University of Ceara (DPML / UFC). The cases were classified into
intestinal (26) and diffuse (25) types according to Lauren's classification (1965). Data
associated with tissue microarray immunohistochemistry with monoclonal antibody
anti-E-cadherin and N-cadherin, anti-universal detection and streptavidin-biotin-
peroxidase system were used. The expression of E-cadherin was evaluated according to
the following scores (based on previous reports): preserved when presence of E-
cadherin membrane was found in 50% or more of tumor cells, and decreased when less
than 50% of these cells showed immunostaining. Labeling of N-cadherin was
considered positive when 5% or more of tumor cells presented with membrane and / or
cytoplasm stained by this protein, and negative when less than 5% of cells were marked.
Expression preserved and reduced to E-cadherin, positive and negative N-cadherin for
each histotype carcinoma, primary seat, lymph node, intestinal metaplasia and normal
tissue distant from the tumor were compared. It was found that E-cadherin in greater
than 5 centimeters tumors showed a significant reduction in the expression (p = 0.0006).
E-cadherin was significantly reduced (p = 0.0209) in diffuse carcinomas compared to
normal mucosa distant from the tumor. There were significant differences in the N-
cadherin expression between normal and metaplastic epithelial cells in the basal third (p
<0.0001) and intermediate (p = 0.0026 .In normal tissue, there was an increased
negativity from basal (less differentiated) to superficial (more differentiated) epithelial
levels. It was evident that in the primary tumor (92%), lymph node (100%) and
intestinal metaplasia (100%) the negativity is predominant, whereas in the normal tissue
the positivity of N-cadherin occurred in 74% of cases. The distribution of N-cadherin
expression in mononuclear stromal cells had a similar positivity between primary tumor
and lymph node metaplasia, while in lymph nodes occurred marked lacking of

expression, with 92% of negative expression.
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These data suggests a controversial role of E-cadherin and N-cadherin in tumor

progression of gastric carcinoma.

Key words: Gastric Cancer. E-cadherin. N-cadherin. Tumor progression.
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1. INTRODUCAO
1.1 Adenocarcinoma gastrico

O adenocarcinoma de estdmago possui destaque no cendrio mundial, ocupa
atualmente a quarta posicdo na incidéncia das neoplasias malignas e a segunda causa de
mortalidade em ambos o0s sexos sendo responsavel por cerca de 1.000.000 de novos
casos por ano e 738 000 mortes. O indice de letalidade do cancer gastrico é maior do
que para outros importantes tumores solidos, como o de cdlon, mama e cancer de
prostata (JEMAL et al., 2011; INCA, 2014).

A incidéncia de cancer gastrico varia em diferentes partes do mundo com maiores
taxas de incidéncia documentada na Asia Oriental, Europa Oriental e América do Sul,
enquanto a América do Norte e Africa apresentam as taxas mais baixas registradas
(GOLDSTEIN et al., 2004; JAMEL et al., 2007; JAMEL et al., 20011). Estudos
recentes apontam uma relacdo entre as condicdes socioeconémicas e alguns tipos de
cancer. Paises com condicBGes socioecondémicas mais favoraveis apresentam maiores
incidéncias de cancer de mama feminina, préstata e coloretal. Em contrapartida, nos
paises em condicGes mais desfavoraveis encontram-se as maiores incidéncias no cancer
de colo de utero, pénis, cavidade oral e estbmago (KOIFMAN e KOIFMAN, 2003).

O cancer de estbmago é o quinto cancer mais comum na Europa, com 159 900
novos casos e 118 200 mortes registradas em 2006 (JACKSON et al., 2009). A
populacdo de Linxian, China é conhecida por ter uma das maiores taxas de cancer na
regido gastroesofagico no mundo (QIAO et al., 2009). Na india, a incidéncia de
carcinoma gastrico € maior nos estados do sul e nordeste, em Mizoram registra uma
taxa ajustada por idade de 50,6 e 23,3 para homens e mulheres respectivamente
(DIKSHIT et al., 2011; SHARMA et al., 2011). Uma avaliacdo recente de 556 400
mortes por cancer na india em 2010, baseado em uma pesquisa nacional representativa
descobriram que o cancer de estdmago, com uma taxa de mortalidade de 12,6% € o

segundo cancer letal mais comum (DIKSHIT et al., 2012).

Foram observadas variacdes significativas na incidéncia de cancer gastrico entre 0s
diferentes grupos étnicos que vivem na mesma regido; afro-americanos, hispanicos e 0s
nativos americanos sdo mais afetados do que os caucasianos nos Estados Unidos. Alta
frequéncia de cancer gastrico tem sido documentada em Maoris na Nova Zelandia

(PARKIN, 2004). No entanto, a distribui¢do geografica do cancer gastrico ndo pode ser
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atribuida a diferencas racial unicamente. Por exemplo, os nativos do Japao e da China
vivendo em Cingapura possuem maiores taxas do que seus compatriotas no Havai.
Além disso, pessoas que migram de &reas de alta incidéncia, como Jap&o para regides de
baixa incidéncia como os Estados Unidos foram encontrados para ter um risco reduzido
de céancer gastrico (PARKIN, 2004; HOWE et al., 2006).

As areas geograficas com maior incidéncia de cancer de estbmago com a morfologia
de adenocarcinoma do tipo intestinal estdo localizadas no Leste Asiatico, Europa
Oriental, América do Sul e Central, enquanto o tipo difuso tem uma distribuicéo
geografica mais uniforme (MUNOZ et al., 1968; MUNOZ, 1988). Acredita-se que a
queda das taxas do cancer gastrico em alguns paises pode ser atribuida ao declinio na
incidéncia do adenocarcinoma do tipo intestinal. Em contrapartida observa-se um
aumento na incidéncia do adenocarcinoma do tipo difuso (KANEKO; YOSHIMURA,
2001).

O Brasil apresenta taxa de incidéncia intermediaria de cancer de estbmago, quando
comparado com outros paises, para ambos 0s sexos, representando o 4° em incidéncia
entre 0os homens e o 6° entre as mulheres. Esperam-se 12.870 casos novos de cancer de
estdbmago em homens e 7.520 em mulheres para o Brasil, no ano de 2014. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 13,19 casos novos a cada 100 mil homens e 7,41
a cada 100 mil mulheres. Estudo recente realizado pelo INCA também apontou uma alta
razdo mortalidade/incidéncia de cerca de 0,70 (INCA, 2014). No Ceara € o segundo no
sexo masculino, com estimativa de 15 a 19 casos /100.000 habitantes e o quinto no sexo
feminino, com 8 a 10 casos estimados/100.000 mulheres (INCA, 2014). A
subnotificacdo € um ponto que surge nesse universo de projecGes, onde esses dados que
provavelmente estdo abaixo da realidade, tendo em vista mau uso ou desuso das

notificacBes nos diversos servicos de saude.

O cancer de estdmago se refere a qualquer neoplasia maligna que surge da regido
que se estende entre a juncdo gastroesofagica e o piloro. Aproximadamente 95% dos
tumores do estbmago sdo de origem epitelial e designada como adenocarcinomas. Os
tipos: adenoescamoso, escamoso e indiferenciado sdo considerados raros (SARBIA et
al., 2004).

A quimioterapia tem sido utilizada no cancer gastrico avangado, com aumento da
sobrevida, tendo por referenciais a cisplatina e a fluoropirimidina (GARRIDO et al.,

2014). Estudo recente de revisdo sistematica e metanalise com mais de >1400 pacientes
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mostrou uma reducdo na mortalidade em mais de 40% em pacientes submetidos a
quimioterapia tradicional (LACOVELLI et al., 2014). Resultados semelhantes podem
ser obtidos com a quimioterapia neoadjuvante em tumores gastricos avancgados além de
um melhor controle local da doenga (KIM et al., 2015). O trastuzumab (Herceptin®),
um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a regido extra-celular de ERBB2 e
inibe o crescimento de células com sobreexpressdo desta proteina tem elevado a
sobrevida em pacientes com cancer gastrico avancado (THIEL et al., 2015). Estudos
com outro anticorpo monoclonal, o Ramucirumab, também tém mostrado resultados
promissores (THIEL et al., 2015; SHITARA et al., 2015).

Desde que o céancer do estbmago tem um prognéstico muito pobre e a taxa de
sobrevida em 5 anos é de apenas cerca de 20%, um novo olhar sobre os resultados de
estudos epidemioldgicos e experimentais € importante para estabelecer estratégias de

prevencdo primaria (JEMAL et al., 2011).

Embora ainda represente a segunda causa de morte por cancer no mundo em ambos
0s sexos, a tendéncia temporal mostra um declinio em vérios paises. Fato esse explicado
pelo aumento do uso de refrigeradores para uma melhor conservacao dos alimentos, o
que permitiu maior disponibilidade e consumo de alimentos frescos, reduzindo com isso
a necessidade do uso de sal, particularmente de alimentos que necessitem desse tipo de
conservacdo (JAKSZYN; GONZALES, 2006).

Evidéncias reportam que frutas, legumes e verduras sdo fatores de protecao contra o
cancer gastrico. Por outro lado, a alta ingestdo de sal, por meio de adicdo ou de
alimentos nele conservados, é provavel fator de risco desse tipo de cancer (TSUGANE;
SASAZUKI, 2007). Ja foi reportado que a ingestdo diaria de 50 gramas de hortalicas
(verduras e legumes) e de frutas reduz em 25% e 17%, respectivamente, o0 risco de
desenvolvimento de cancer gastrico. A alimentacdo saudavel pode atuar como um fator
protetor, porque frutas, legumes e verduras possuem vitaminas e fitoquimicos com
propriedades antioxidantes, como as vitaminas C e E, os carotenoides e os flavonoides
(GONZALEZ et al., 2006).

Outro determinante para essa diminui¢do nas taxas é a redugdo na prevaléncia de
infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori). E uma das infeccbes mais
comuns e pode ser responsavel por cerca de 60% dos casos de cancer gastrico no
mundo. Nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia dessa infeccdo chega a 90%,

sendo, em geral, adquirida na infancia, persistindo ao longo da vida (FOX; WANG;
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2007). Estratégias para prevencdo do cancer de estdbmago incluem melhorias no

saneamento basico e mudancas no estilo de vida da populacéo.
1.2 Caracteristicas morfoldgicas

Os adenocarcinomas do estdmago sao subdivididos pela classificacdo de Lauren em
dois principais tipos histolégicos: o tipo bem diferenciado ou intestinal apresenta, em
nivel microscopico, estruturas tubulares, por vezes com arquitetura glandular, com
células coesas, e parece evoluir a partir de &reas com gastrite cronica atréfica ou
metaplasia intestinal; e o tipo pouco diferenciado ou difuso em que a coesdo celular esta
ausente e se manifesta com infiltracdo e espessamento da parede do estdmago sem a
formagdo de uma massa localizada. O tipo intestinal, mais comum em homens idosos
em regides de alto risco, e em afro-americanos, tem um prognéstico melhor. Este
histotipo surge a partir de lesdes pré-cancerosas, tais como atrofia gastrica e metaplasia
intestinal, e € influenciada por fatores ambientais, como a infec¢do por Helicobacter
pylori (H. pylori), obesidade e fatores da dieta. O tipo difuso é mais frequente em
mulheres e pacientes mais jovens, e estd associada com o grupo sanguineo A, indicando
susceptibilidade genética. Os carcinomas gastricos mistos, compostos de componentes
intestinal e difuso também foram identificados (LAUREN, 1965; CORREA et al., 1973;
KELLEY e DUGGAN, 2003; CREW e NEUGUT, 2006; CATALANO et al., 2009;
CORSO et al., 2012; INCA, 2014).

O desenvolvimento de carcinoma gastrico invasivo envolve uma evolucdo gradual
através de uma cascata de lesbes pré-cancerosas. Alteracdes histopatoldgicas
sequenciais se desenvolvem na mucosa gastrica, incluindo a gastrite atréfica, reducédo
numeérica de células parietais, metaplasia intestinal, e displasia que, eventualmente, leva
ao carcinoma. A sequéncia metaplasia / displasia / carcinoma é mais relevante para o
cancer do tipo intestinal que no difuso. (CORREA et al., 2012).

Apesar do fator ambiental/ comportamental ser considerado o principal para o seu
desenvolvimento, algumas evidéncias demonstraram a influencia de fatores hereditarios
no cancer gastrico. O exemplo é a cancer géastrico familiar condicionado por muta¢Ges
em um gene que codifica a proteina caderina-E (CDH1) (BROOKS-WILSON et
al.,2004).
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1.3 Genética do carcinoma gastrico

Os avangos dos estudos da gendmica permitiram a detecgdo bem sucedida das
alteracbes moleculares que ocorrem durante a transformacdo neoplésica da mucosa
gastrica. No Japdo, um estudo de ligacdo entre genes, identificou que o cromossomo
2033-35 possui um locus com susceptibilidade potencial para cancer gastrico proximal
(AOKI et al., 2005). A analise do microarray de dados de 54 pares de cancer gastrico e
tecidos adjacentes ndo cancerosos da mucosa géastricas identificaram expressdes génicas
de diferentes graus e estadios de cancer gastrico. Sun et al., analisou varios padrdes de
expressao de genes e suas fungdes exatas na carcinogénese gastrica usando técnica de
tissue microarray de alto rendimento . Os resultados mostraram que enquanto p53 foi
util para distinguir displasia de baixo grau de displasia de alto grau, a expressdo de altos
niveis da ciclina E pode ser um indicador de transformacdo maligna de displasia. Perfis
de expressdo génica, reacdo em cadeia da polimerase quantitativa e FISH (in situ
hybridization) em microarrays revelaram que as maiorias das alteragdes relacionadas
com o cancer gastrico precoce sdo retidas no cancer gastrico avancado, com as
alteracdes de expressdo de genes adicionais em AGC compativeis com um modelo de
progressdo da carcinogénese gastrica. A expressdao protéica de espécies cirdrgica de
adenocarcinomas géstrico priméario e mucosa ndo tumoral de doentes japoneses por
eletroforese em gel, cromatografia liquida de electrospray ibnico e espectrometria de
massa revelaram aumento de superoxido de manganés e a proteina HMG - 1
cromossémico com diminuicdes em anidrase carbonica | e |1, glutationa-S-transferase e
precursor foveolin ( gastrokine-1) ( FOV ) , uma proteina especifica do estdmago, 18
kDa, com suposta atividade supressora de tumor. A andlise de RT-PCR revelou
também a regulacdo negativa significativa da expressdo do RNAm de FOV no tecidos
tumorais, destacando o seu potencial como um biomarcador para o diagndstico

molecular e alvo terapéutico (MILNE et al., 2007).

Os carcinomas gastricos esporadicos, que representam a maioria, e 0s hereditarios,
gue ndo ultrapassam 8 a 10% (LA VECCHIA et al., 1992) sdo o resultado de multiplas
alteracbes genéticas e epigenéticas (LYNCH et al. , 2005). Embora se desconheca a
natureza e sequéncia exata destas alteracfes, foram identificadas varias anomalias
afetando a estrutura e/ou expressdo de um numero de genes cada vez maior. Varios
oncogenes ou genes supressores tumorais, inclusive de “assinatura” metastatica tém

sido implicados na carcinogénese gastrica. O distinto padréo de alteracdes genéticas nos
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dois principais tipos histologicos de cancer gastrico (intestinal e difuso) apoia a hipotese
da existéncia de duas vias genéticas distintas subjacentes a estes dois histotipos
(CARNEIRO, 1997).

Alguns autores apresentaram estimativa de que 1% a 3% do total de cancer gastrico
é de resultado de uma predisposicdo de uma sindrome hereditaria como Cancer Gastrico
Difuso Hereditario (HDgc) (FITZGERALD et al. 2010). A identificacdo de uma
inativacdo de mutacdo germinativa no gene que codifica a caderina-E (CDH1) em uma
familia da Nova Zelandia foi o ponto de partida para entender HDgc (GUILFORD et al.
1998). Nas familias HDgc , a transmissdo do gene da caderina-E anormal confere uma
probabilidade de 80 % em desenvolver cancer gastrico, recomendando testes genéticos,
rastreamento e até gastrectomia total muitas vezes profilatica para portadores dessa
anomalia genética (FITZGERALD et al. 2010). Além do HDgc e outras sindromes
hereditarias com seus respectivos genes, sua frequéncia populacional e risco de

desenvolvimento do c&ncer gastrico estdo mostrado na Tabela 1 (CHUN et al.,2012).

Tabela 1 — Predisposicéo de sindromes hereditarias para o cancer gastrico

PREDISPOSICAO DE SINDROMES HEREDITARIA PARA O CANCER GASTRICO

Sindrome do Cancer Gene Frequéncia Risco de Cancer Gastrico
Populacional

Cancer Gastrico Difuso Hereditario CGH1 Muito Raro >80%

Céancer hereditario de mama / ovario BRCA 1/2 1/40 a 1/400 2.6-5.5%
Sindrome de Lynch MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, 1/440 6-13%

Epcam

Sindrome de Li-Fraumeni p53 1/5000 2.8%

Polipose Adenomatosa Familiar APC 1/10.000 a 1/15.000 0.5%-2%
Polipose Juvenil SMAD4, BMPR1A 1/16.000 a 1/100.000 21%

Sindrome de Peutz-Jeghers STK11 1/25.000 a 1/250.000 29%

Adaptado de CHUN et al. 2012

Embora o papel das alteracBes genéticas em cancer gastrico tenha sido
reconhecido, mudancas gerais no perfil epigenetico com referéncia a metilacdo do
DNA, metilacdo e acetilagdo das histonas s6 foram recentemente documentadas.
Enquanto hipometilacdo leva a ativacdo de oncogenes e a instabilidade gendmica,
promotores de hipermetilacdo estdo associados com o silenciamento transcricional de
genes supressores de tumor (TSGs) e genes de reparacdo do DNA (KANWAL et al.,
2012). Diversos fendtipos de ilha CpG (regido promotora de genes) metiladas foram

identificadas no cancer gastrico , que servem como um bom indicador de progndstico
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(PARK et al., 2010). Estudo feito por uma meta-analise indicou que a metilacao
aberrante de 77 genes no cancer gastrico, sugere um valor clinico potencial de metilacéo
do DNA como marcador de predisposicao de risco e prognostico (SAPARI et al., 2012).
A hipermetilacdo dos promotores de genes envolvidos no controle do ciclo celular, no
metabolismo dos nutrientes essenciais, e na producdo de mediadores inflamatorios, tem
sido descrita na infeccdo por H. pylori, bem como no cancer gastrico (ZABALETA,
2012).

1.4 Caderina-E

A familia das caderinas € um dos principais marcadores de células epiteliais.
Essa grande familia é constituida de moléculas de ancoragem do citoesqueleto que
formam complexos entre as membranas celulares, chamadas juncbes aderentes,
funcionando como moléculas-chaves na morfogénese de varios érgdos e uma das mais

importantes estruturas de adeséo.

Cada caderina é uma glicoproteina transmembranar de 720 a 750 aminoé&cidos, e
se apresenta na forma de dimero. Ela é constituida por uma regido extracelular de N-
terminal e por uma camada citoplasmatica de C-terminal. O dominio extracelular
contém sequéncias repetidas as quais se liga o calcio, essencial para a funcdo adesiva
das caderinas que na sua auséncia sofrem uma enorme alteragdo conformacional, sendo
degradadas por enzimas proteoliticas (WHEELOCK; JOHNSON 2003). O dominio
citoplasmatico associa-se ao citosqueleto da célula, o que ndo acontece com outras
moléculas de adesdo como as selectinas, integrinas e membros da superfamilia das
imunoglobulinas (IG). As caderinas foram nomeadas inicialmente de acordo com o
tecido que as expressaram. A caderina-E € encontrada em varios tipos de células
epiteliais, a caderina-P esta presente em varias células placentérias e da epiderme e a
caderina-N é expressa em células nervosas e nos mdsculos. Todas estas sdo
classificadas como caderinas classicas (CABRIJAN; LIPOZENCIC, 2011). Participam
de forma decisiva na embriogénese, possuem funcdo fisioldgica na manutencdo da
estabilidade e integridade fenotipica-funcional dos epitélios e participam do processo

inflamatdrio e de reparo, além do seu envolvimento nos processos neoplasicos.

A caderina-E é uma molécula dependente de célcio, de 120 kD, codificada pelo
gene CDH1 localizado no cromossomo 16g21 (DINIZ-FREITAS et al. 2006) e esta
envolvida no processo de manutencdo da arquitetura tecidual tanto no adulto como no

embrido e na adesdo celular. Essas moléculas sdo compostas por trés dominios: um
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citoplasmatico que se liga a actina do citoesqueleto por meio de interacdes heterotipicas
com proteinas chamadas cateninas, estabelecendo o complexo citoplasmético de ades&o
celular importante para a formacdo da adesdo extracelular celula-célula; um
transmembranico; e um extracelular, que se liga por meio de ligacdes homofilicas
dependentes de calcio, ao dominio extracelular de caderina-E de uma célula vizinha,
assumindo uma conformagdo “Ziper-Like” (BEAVON 2000; HAJRA ; FEARON
2002).

A expressdo da caderina-E € necessaria para a manutencdo da integridade
epitelial, e estudos indicam que a perda ou a expressdo reduzida dessa molécula de
adesdo podem permitir ou aumentar o risco da progressdo tumoral, além de provocar o
aumento da invasdo, e o desenvolvimento de metéstase (PEINADO et al. 2004;
ALBERTS et al. 2004; DERYCKE; BRACKE 2004).

Estudar o papel funcional da caderina-E pode fornecer informacGes sobre o
mecanismo bioldgico da progressdo tumoral e também possibilitar a identificacdo de
novos alvos moleculares na terapia contra o cancer. (CAVALLARO et al. 2002).

As alteracbes na morfogénese e arquitetura do tecido epitelial, a perda da
polaridade celular e inibicdo por contato; o crescimento desregulado e a invasao de
tecidos adjacentes; e as mudancas nas propriedades de adesdo das células tumorais,
estdo associadas com a progressdo tumoral e formagdo de metéastases e, frequentemente,
coincidem com a perda da adesdo celular mediada por caderina-E (HANDSCHUH et al.
1999; CAVALLARO; CHRISTOFORI 2001).

A diminuicdo da expressdo das moléculas de caderina-E é o primeiro passo do
fendmeno de TEM (Transicdo Epitelial Mesenquimal), portanto, uma etapa critica na
progressdo do cancer ja que favorece a disseminacdo hematogénica e linfogénica das
células tumorais. Estas observac6es levaram a denominacao de supressor tumoral para a
caderina-E. Assim, atribui-se que a perda da caderina-E em tumores esteja associada
com progndsticos clinicos pobres (THIERY, 2002; JODELE et al., 2006; BAUM;
SETTLEMAN; QUINLAN, 2008; KATTO; MAHLKNECHT, 2011).

AlteragOes na expressdo de caderina-E tem sido relatado em diversos tipos de
canceres ao longo dos anos. No cancer gastrico os primeiros relatos surgiram no inicio
da década de 90 com SHIOZAKI e colaboradores que descreveram a expressao e

imunoreatividade da caderina-E em canceres humanos. Em seguida, outros relatos
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foram surgindo, associando expressdo imunohistoquimica reduzida, anormal ou ausente
de caderina-E, com carcinomas gastricos denominados indiferenciados ou
principalmente, difusos (SHIOZAKI et al., 1991; OKA et al., 1992; SHINO et al.,
1995; MACHADO et al., 1998; HUIPING et al., 2001). Em geral, tem se observado
expressao membranar significativa de caderina-E no histotipo intestinal, enquanto os
outros histotipos (difuso e misto) apresentam auséncia de expressao ou imunomarcagao
andmala, citoplasmética ou nuclear (MACHADO et al., 1998; ALMEIDA et al., 2010).

Em tumores de mama, alteracdes do padrdo de expressdao de caderinas e
cateninas parecem ser um bom indicador progndstico (WHEELOCK et al. 2001). Em
uma metanalise com carcinoma ductal invasivo de mama, a perda de expressdo de
caderina-E foi considerada como indicador independente de pior prognostico, apesar da
heterogeneidade de critérios adotados nos trabalhos incluidos no estudo (GOULD
ROTHBERG e BRACKEN 2006). No colo uterino observa-se uma perda progressiva
da expresséo de caderina E durante a carcinogenese cervical, das lesfes intra-epiteliais
atipicas ao carcinoma invasor (CAVALCANTE et al.,2014). Em cancer de esbfago, a
perda de expressdao de caderina-E esta associada com crescimento infiltrativo,
estadiamento tumoral mais avancado e maior risco de metastase linfonodal (STREIT et
al. 1996; NATSUGOE et al. 2007). Em meningiomas, a expressdo de caderina-E
diminui com a malignidade tumoral (ZHOU et al. 2010). Em carcinoma de pulmao de
células ndo pequenas, a perda deste marcador foi associada ao estadiamento avancado e
envolvimento pleural visceral, além de ser fator independente para ébito (LIN et al.
2010). Em carcinoma escamoso oral, esta perda também esteve associada a recorréncia
e morte (LIU et al. 2010). A relacdo contréria também ja foi demonstrada em outros
estudos. A superexpressdao de caderina-E mostrou associacdo com tumorigénese e
formacdo de embolo tumoral em tumores de ovario e mama, respectivamente
(SUNDFELDT 2003; NAORA; MONTELL 2005; KLEER et al. 2001). Em gliomas, a
expressdo de caderina-E também se correlacionou com prognostico desfavoravel
(LEWIS-TUFFIN et al. 2010).

1.5 Caderina-N

Entre todas as caderinas a “E” e “N” sdo as mais amplamente distribuidas nos
tecidos humanos. A caderina-N € uma proteina pro-migratdria 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
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detectadas em certos carcinomas onde, provavelmente, estdo relacionadas com a
promocao da angiogénese e adesdo (HELLNER et al., 2009; ZHAN et al., 2012).

Ao contrario da caderina-E, tida como supressora da invasdo, a caderina-N é
responsabilizadas por desempenhar varias funcdes prdé-tumorais. Sabe-se que ela
promove a sobrevivéncia celular nos melanomas e nos carcinomas de préstata, mama e
cabeca- pescoco. Sua introducdo nas células do carcinoma de bexiga leva a uma
aumentada capacidade de invasdo (THIERY, 2002; BAUM; SETTLEMAN;
QUINLAN, 2008; HELLNER et al., 2009; ZHAN et al., 2012).

Uma caracteristica definidora da TEM é a reducdo dos niveis de caderina-E e
concomitante producdo de caderina-N (LEE et al., 2006). Acredita-se que esta
alterndncia 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.

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 fenétipo
dominante incrementando a mobilidade, invasdo e progressao do tumor e sua super-
expressao tem sido correlacionada com o aumento da migracdo, invasdo e evolugédo
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 diferencas essenciais entre as caderinas “E” e
“N” e o que as habilita a desempenhar papeis distintos no epitélio e no mesénquima nao
sdo totalmente compreendidos. Além disso, estas diferencas sdo provavelmente muito
sutis ja que ha casos nos quais a prépria caderina-E torna-se mediadora da migragédo
celular (processo usualmente associado a caderina-N) e outros em que a caderina-N
participa na construcao epitelial (BAUM; SETTLEMAN; QUINLAN, 2008).

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 reexpressdo em células epiteliais priméarias. A manifestacdo aberrante
desta molécula relaciona-se com mudancas morfoldgicas na direcdo de um fendtipo

fibroblastico dotando as células de maior mobilidade e capacidade de invaséo e
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metastase. A TEM associada ao cancer geralmente envolve o assim denominado,
comutador de caderina, pois, enquanto 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 céncer e tecido neural, tem sido
frequentemente utilizada para acompanhar o progresso da TEM no desenvolvimento do
embrido e na progressdo 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 transiches 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).

A caderina-N foi identificada pela primeira vez nos cérebros de embribes de
ratos, e depois em tecidos nervosos, da retina e do musculo cardiaco (HATTA et al.,
1985; NOLLET et al.,, 2000) . Sua superexpressdo tem sido observada em varios
carcinomas. A alta expressdo da caderina-N no carcinoma de mama induz invaséo e
metastase (HAZAN et al., 2000; HULIT et al., 2007) , enquanto reduzida inibe o
crescimento de células tumorais, migracdo e invasdo, resultando em um melhor
prognostico no modelo de adenocarcinoma pancreatico ductal de rato (SU et al., 2012) .
Expressdo de caderina-N também estd relacionada com a metastase de cancer de
préstata e aumentada em pacientes com metastases de tumores resistentes a castracdo
(JENNBACKEN et al., 2010). A expressdo aberrante de caderina-N, fato este explicado
e correlacionado com alteracdo morfologica em dire¢cdo a um fendtipo fibroblastico,
com células tornando-se mais moveis, invasivo, e metastaticas (HAZAN et al., 2000;
RIEGER-CHRIST et al., 2004).

No entanto, em alguns tipos de tumores invasivos, verificou-se uma regulacéo
negativa de caderina-N, evidenciando-se como um supressor tumoral (DARAI et al.,
1997; KASHIMA et al., 1999). Em carcinoma hepatocelulares, poucos estudos sobre a
expressdo de caderina-N indicaram resultados conflitantes. A partir de um estudo
utilizando imunohistoquimica (IHQ), Cho informou que descontinua coloracdo de

caderina-N foi significativamente mais frequente em tecidos de carcinoma
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hepatocelular, que no tecido circundante, e essa descontinua coloracdo de caderina-N
foi correlacionada com o estagio da doenga avangada e previu um alto risco de
recorréncia apos a ressec¢do da mesma (CHO et al., 2008). Outro estudo baseando-se
também em IHQ indicou que a caderina-N foi superexpressa em tecidos de carcinoma
hepatocelular comparado aos correspondentes tecidos do figado adjacente, e essa
superexpressdo da caderina-N foi intimamente relacionada com as recorréncias pds-
operatdrias de carcinoma hepatocelular (SEO et al., 2008). Estes resultados conflitantes
podem ser decorrentes de limitacdes metodoldgicas da IHQ e a falta de novas
evidéncias experimentais nos estudos. No entanto, ha muitas controvérsias sobre a
expressdo de ambas caderinas e sobre a fungdo das mesmas no desenvolvimento do
cancer de estdbmago e de outros 6rgdos. Ha poucos relatos sobre a avaliacdo da
expressdao destas moléculas de adesdo em carcinomas gastricos primarios
(KAMIKIHARA et al., 2012), Além disso, ndo foram encontrados relatos, neste
levantamento, sobre a expressdo das duas moléculas de adesdo em metéstases
linfonodais de carcinomas géastricos e sobre correlagdes clinico-patolégicos com a

imunoexpressdo das mesmas. Essas observacGes motivaram a realizacdo deste estudo.

2 OBJETIVOS
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Geral

Avaliacdo da imunoexpressdo das caderinas “E” e “N” em carcinomas gastricos

primarios e respectivas metastases linfonodais.
Especificos

1. Determinar a frequéncia e imunoexpressdo da caderina-E em carcinomas
gastricos primarios;

2. Determinar a frequéncia e imunoexpressdo da caderina-N em carcinomas
gastricos primarios;

3. Avaliar as possiveis associacfes de alteraces entre a imunoexpressdo
das caderinas “E” e “N” em cada histotipo de carcinoma géstrico e na
mucosa normal do estdmago.

4. Avaliar as possiveis associacdes de alteracBes entre a imunoexpressdo
das caderinas “E” e “N” em relagdo a variaveis clinico-patolégicas;

5. Avaliar a imunoexpressao das caderinas “E” e “N” nas respectivas
metéstases linfonodais;

6. Averiguar a expressdo de Caderinas-E nas células epiteliais normais,
metaplasicas e tumorais;

7. Averiguar a expressdo de Caderinas-N nas células epiteliais normais,
metaplasicas e tumorais;

8. Awveriguar a expressdo de Caderina-N nos mononucleares do estroma

normal e tumoral.

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Casuistica e materiais utilizados

Este estudo, de carater observacional, retrospectivo e transversal se desenvolveu a
partir de pecas de gastrectomia provenientes dos Arquivos do Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (DPML/UFC) no periodo
de 2011-2013. Da amostra inicial, foram excluidos todos 0s casos com extensas areas
hemorragicas e de necrose ou fixadas inadequadamente permanecendo no final um total
de 51 casos, 0s quais ap6s fixacdo em formalina a 10% foram submetidos & realizacao
de tissue microarray. Foram descartadas as amostras com menos de 100 células, bem
como casos externos, provenientes de outros hospitais. O namero final de casos e o
resumo dos dados clinicos estdo apresentados no quadro geral de dados brutos, em

anexo.

Apos revisdao das laminas, foi efetuada a separagdo dos blocos parafinados
correspondentes, objetivando marcacdo do tumor primario, bem como seus respectivos
linfonodos. Em seguida a microtomia habitual, cortes ao micrétomo (Leica
Microsystems), com sec¢des de 3 um de espessura colocadas em laminas silanizadas
(Dako, S3003, Glostrup-Denmark), para serem submetidas ao procedimento
imunohistoquimico. Também foram corados pela HE, classificados os tipos de

carcinomas gastricos e pesquisado a invasdo linfatica e venosa.
3.2 Classificacgao histologica

Os casos foram classificados nos dois principais tipos histoldgicos de carcinoma
géstrico, intestinal e difuso, segundo Lauren (LAUREN, 1965).

3.3 Tissue microarray

A construcdo do bloco de Tissue microarray (TMA) seguiu a técnica modificada
preconizada por Kononen e colaboradores (1998) que utiliza um dispositivo de base
fixa, com o uso de agulhas de 2 mm de didametro a partir de um kit comercial -
Arraymold®. Foram confeccionados blocos com 18 amostras duplas de cada caso
conforme a marcagdo em lamina histolégica do tumor primério de cada bloco doador,
totalizando 36 cilindros no bloco receptor, com espacamentos de 2,2 mm entre oS

centros dos cilindros.
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Figura 1 - Kit Arraymold®

Em seguida, foi selecionada e delimitada nas laminas, com caneta permanente, a
area representativa de cada caso para posterior marcacao dos “blocos doadores”.

Figura 2 - Laminas com seus respectivos blocos doadoras

O préximo passo foi a retirada de amostras tissulares parafinadas do “bloco doador”
com a utilizagdo de um punch de biopsia de 2 mm de didmetro (Biopsy Punch - Miltex),
o qual foi inserido de forma perpendicular ao “bloco doador” na area previamente
selecionada. A profundidade da perfuracdo foi controlada pela régua milimetrada e
mantida constante para todos os cilindros. Em seguida, o cilindro foi retirado da agulha
com um bastdo apropriado e encaixado no bloco receptor utilizando-se uma pinga. Apos
colocacédo de todos os cilindros, o “bloco receptor” foi recoberto com parafina quente
(62°C) para melhor fixagdo dos cilindros ao bloco.



Figura 3 - Puch de biopsia de 2 mm de diametro (Biopsy Punch — Miltex)

Em um dos vértices do array, colocou-se seccao histologica de figado como
referencial para a leitura dos casos e no vértice diametralmente oposto, foi inserido
tecido nervoso com a mesma finalidade. Portanto, cada array contém 36 cilindros,
sendo 17 representando o tumor primario em duplicata, dois tecidos diferentes como
controles positivos para 0s anticorpos a serem testados, sendo um deste como marcador

do inicio de leitura da lamina.

Figura 4 - Bloco receptor de TMA - Produto final

3.4 Imunohistoquimica

Ap6s microtomia as laminas histoldgicas obtidas foram levadas para uma estufa a

60°C por uma hora, com objetivo de eliminar o excesso de parafina.

Ao mesmo tempo iniciou-se o preparo do modulo de pré-tratamento Dako PT Link,
(sistema de banho-maria fechado, com temperatura monitorizada e controlada por
computador) utilizando-se solugdo tampdo. Seu tanque foi preenchido com 1500 ml da
solugéo tampdo resultante da adi¢cdo de 30 ml do tampdo Envision Flex Target Retrieval
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Solution - pH=9 (referencia K8000 — Dako) a 1470 ml de &gua destilada. O modulo foi
pré-aquecido a 65°C para receber as laminas.

Ao serem retiradas da estufa, as laminas foram colocadas no médulo preparado e
programado para estabilizar a temperatura em 97°C. Apo6s 30 minutos, a temperatura
declinou, de forma programada, até 65°C, realizando-se assim através do calor e da
solugéo tampao, a quebra das ligagOes induzidas pela formalina recuperando-se, assim,
0s epitopos antigénicos e a0 mesmo tempo realizando-se a reidratacdo dos cortes
histologicos. Todo o material foi retirado dos tanques para lavagem por 3 minutos com

a solucdo Wash Buffer Envision Flex — pH=6 — Dako.

Em seguida, procedeu-se ao blogueio da peroxidase endégena com o peroxido de
hidrogénio a 5% durante 10 minutos, com finalidade de evitar a coloragdo de fundo
(background). Depois, efetuou-se nova lavagem por 3 minutos. Neste momento, 0s
cortes foram circundados com caneta hidrofobica para receberem o anticorpo primario
(Monoclonal Mouse Anti-Human E-cadherin — Clone NCH-38 e Monoclonal Mouse
Anti-Human N-cadherin — Clone 6G11). Efetuada a aplicagdo do anticorpo primario,
lamina por lamina, todo o conjunto permaneceu em incubacéo por aproximadamente 45

minutos para favorecer a ligacdo do anticorpo com o antigeno.

Ao serem retiradas, duas lavagens foram realizadas com a solugcdo Wash Buffer

Envision Flex ; uma depois de 5 minutos e, outra, ap6s mais 3 minutos.

Seguiu-se a incubacdo 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 tampdo 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 solucdo 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 para retirada de excesso do corante.

Nesta fase, foram executadas trés passagens em alcool absoluto e trés no xilol para

obtencdo de desidratacdo e diafanizacdo. Finalmente foi realizada a montagem das
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laminulas utilizando-se o Balsamo do Canada deixando as laminas prontas para

posterior observagdo em microscopio dptico.

Todas as sessdes do procedimento imunohistoquimico, possuiram controles internos
e externos, sendo os controles internos a inclusdo nas extremidades de cada TMN um
tecido positivo para caderina-E (figado) e para caderina-N (plexo nervoso de parede
esofagica). Para o controle positivo externo, o tecido utilizado foi mucosa gastrica nao
tumoral para caderina-E, e plexo nervoso para caderina-N, utilizados previamente por
outros autores (KAMIKIHARA et al., 2012) .O controle negativo da reacdo, com o
mesmo material, foi obtido através da ndo aplicacdo do anticorpo primario na lamina
(XIANGMING et al., 1999; ROSIVATZ et al., 2004).

A imunohistoquimica realizada para deteccdo de macrofagos foi realizada em outro
processo, seguindo 0s mesmos principios dos anticorpos primarios anteriormente
citados. Os blocos forma submetidos a microtomia, em cortes de espessuras de 3
micrémetros em laminas silanizadas. Em seguida, permaneceram em estufa a 60°C por
1 hora. As laminas contendo os cortes histoldgicos foram incubadas no médulo de pré-
tratamento Dako PT Link, sofrendo a variacdo de temperatura programada, em seguida
foi lavada com solucdo Wash Buffer Envision Flex — pH=6 — Dako por 3 minutos, ap0s
ocorreu o blogueio da peroxidase enddgena com o peroxido de hidrogénio a 5% durante
10 minutos, logo ocorreu nova lavagem por 3 minutos. Neste momento, os cortes foram

circundados com caneta hidrofobica para receberem o anticorpo primario.

As laminas foram incubadas, por 45 minutos, com o anticorpo primario ( CD 68,
clone KP1 - Dako™), diluido em um titulo de 1:100. Ap6s a conclusdo do processo, as
laminas foram desidratadas em etanol absoluto por trés banhos de 30 segundos cada e,
em seguida, trés banho de xilol por 30 segundos. Posteriormente, a montagem da
laminula foi feita com Balsamo do Canada. Estando pronta as laminas para observacéo

em microscépio optico.
3.5 AvaliacGes da imunoexpressao da caderina-E e caderina-N

A imunomarcagdo foi considerada preservada quando da presenca da caderina-E
membranar em 50% ou mais de células tumorais, e, reduzida, quando menos de 50%
destas células apresentavam imunomarcacdo membranar. A marcagdo de caderina-N foi
considerada positiva pela presenca de 5% ou mais de células tumorais com membrana

e/ou citoplasmas corados, por esta proteina e, negativa, quando menos de 5% destas
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células apresentavam marcacao, baseado nos critérios de Kamikihara et al., 2012. Estes
mesmos critérios foram utilizados para avaliagdo de caderina-N nas células

mononucleares do estroma.
3.6 Avaliacéo intra e inter-observadores

As preparacdes histologicas da caderina-E e caderina-N deste estudo foram

analisadas pelo autor e por um patologista em microscopio Olympus BX41®.
3.7 Analises estatisticas

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

contingéncias e o valor de p < 0,05 foi definido como estatisticamente significante.
3.8 Aprovacao no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

Este projeto foi submetido a Plataforma Brasil — UFC/PROPESQ - sob 0 nimero de
protocolo 025631/2013, tendo obtido aprovacdo sob o numero CAAE:
14173713.1.0000.5054.
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4 RESULTADOS
4.1 Controles

Para facilitar a avaliagdo dos resultados da amostra, inicialmente séo
apresentados, nas figuras seguintes, os controles positivo e negativo da reagéo:

Figura 5 — Imunoexpressao de Caderina-E no figado (controle interno)

Controle positivo (presenca de expressdo membranar) — 200X
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Figura 7 — Imunoexpresséo de Caderina-N no plexo nervoso da parede esofégica (controle externo)

Controle positivo (presenca de expressao membranar e citoplasmatica) — 200X

Figura 8 — Imunoexpressao de Caderina-N no plexo nervoso da parede esoféagica (controle externo)

Controle negativo (auséncia de expressdo membranar e citoplasmatica) — 200X



Figura 9 — Imunoexpresséo de Caderina-N no plexo nervoso da parede esofagica (controle interno)

al

Controle positivo (presenca de expressdo membranar e citoplasmatica) — 200X

38
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4.2 Imunomarcacao de Caderina-E e variaveis clinico-patologicas

A tabela 2 mostra a expressdo de caderina-E em células neoplésicas no tumor
primario, e as varidveis cinico-patoldgicas de sexo, idade, localizacdo anatbmica,
dimensdo do tumor, invasdo angiolinfatica, infiltracdo perineural e TNM (T e N) no
cancer gastrico dos tipos difuso e intestinal. Pode-se observar o predominio de pacientes
do sexo masculino, com faixa etiria acima de 50 anos de idade, com lesdes
predominantes no antro ou corpo gastricos e tumores que, em sua maioria, se
encontravam em estagio mais avancados. Invasdo angiolinfatica e infiltracdo perineural
estiveram presentes na maioria das amostras. Ndo houve correlagdo entre as variaveis

clinico-patoldgicas e a expressdo de caderina-E, exceto no tamanho do tumor.

Tumores com didmetro maior que 5 centimetros apresentaram significativa
reducdo na expressdo da caderina-E em relacdo aos tumores menores (p = 0,0006). Esta
relacdo inversa entre o tamanho do tumor e a expressao de caderina-E esta ilustrada na
figura seguinte.

Figura 10 — Expressdo de caderina-E em células tumorais de carcinoma gastrico em rela¢do ao tamanho

do tumor primério
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Tabela 2 — Expressdo da caderina-E em células neoplasicas no carcinoma gastrico primario em relacao

com as caracteristicas clinico-patoldgicas

Expressao de caderina-E - Tumor Primario |
Variaveis
clinico-patoladgicas n Preservada Reduzida # P
Tipo histolégico (Lauren) 0,1137
Intestinal 26 21 4 1
Difuso 25 15 10 0
Sexo 0,3533
Masculino 30 20 10 0
Feminino 21 16 4 1
Idade 1,000
<50 9 6 3 0
250 42 28 13 1
Localiza¢ao anatomica 0,6155
Cérdia 1 1 0 0
Fundo 0 0 0 0
Corpo 31 20 11 0
Antro 15 11 3 1
Corpo + Antro 1 1 0 0
# 3 2 1 0
Dimensdo do tumor 0,0006*
<5 8 8 0 0
25 43 14 28 1
Invasdo angiolinfatica 0,2130
Ausente 22 13 8 1
Presente 29 23 6 0
# 0 0 0 0
Invasdo perineural 1,0000
Ausente 20 14 5 1
Presente 15 9 6 0
# 16 12 4 0
Grau de invasao 0,6546
T1 6 4 1 1
T2-T4 49 32 17 0
Metastases linfonodais 0,7214
NO 13 8 4 1
N1-N3 37 27 10 0
# 1 1 0 0
Total 51

p = Teste exato de Fisher. # N&o avaliaveis. * p < 0,05
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4.3 Distribuicdo da expressdo da caderina-E em células tumorais, metaplasicas e

epiteliais normais

Quando se compara a expressdo de caderina-E, nas células tumorais, levando-se
em conta o tipo histolégico do tumor, observou-se que no tipo difuso houve uma
reducdo de caderina-E (10/25 = 40%), em relacdo ao do tipo intestinal (4/26 = 15%), no
entanto essa diferenca néo foi significativa (p = 0,1137) (Tabela 2).

Figura 11 - Expressao da caderina-E preservada em carcinoma gastrico do tipo difuso — 200x
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Nos linfonodos, a expressdo preservada predominou nos dois histotipos, mas
sem diferenca significante entre eles (11/12 = 92% vs 15/19 = 79%; p = 0,7937).
Figura 13 - Expressao reduzida de caderina-E em metastase linfonodal de adenocarcinoma
gastrico do tipo difuso — 200x
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Figura 14 - Expresséo preservada de caderina-E em metastase linfonodal de adenocarcinoma

géstrico do tipo difuso — 200x
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Quando se compara a expressdo de caderina-E, considerando o tumor,

independentemente do subtipo, com a imunomarcagdo das metéstases linfonodais,

aparentemente ndo houve diferenca entre elas (Tabela 3). O mesmo acontece quando se

leva em conta os subtipos (Tabela 2).

Tabela 3 — Expressdo da caderina-E em células neoplasicas do tumor primario e metastase linfonodal em

pacientes com carcinoma gastrico dos tipos intestinal ou difuso

Carcinomas gastricos

Expressao de caderina-E

(Células neoplasicas) N Preservada Reduzida p
Tumor primario* 0,1137
Intestinal 26 21 (84%) 4 (16%)

Difuso 25 15 (60%) 10 (40%)
Total 51 36 (72%) 14 (28%)
Metastase Linfonodal 0,6236
Intestinal 16 11 (92%) 1 (8%)
Difuso 19 15 (79%) 4 (21%)
Total 35 26 (84%) 5(16%)

*Tipo histoldgico de Lauren. # N&o avaliaveis. p = Teste exato de Fisher.

N&o houve diferenca estatisticamente significante na expressdo da caderina-E

entre os histotipos nas sedes primarias e de metaplasia (Tabela 4), bem como nao houve

diferenca na comparacdo da reducdo da caderina-E das lesbes gastricas e metaplasicas,

nos carcinomas do tipo intestinal (4/25 vs 1/8, respectivamente; p = 1,0000) e difuso
(10/25 vs 0/3, respectivamente; p = 0,5519).
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Tabela 4 — Expressdo de caderina-E em células neoplasicas do tumor primario e células epiteliais de

metaplasia intestinal em casos de carcinoma gastrico dos tipos intestinal ou difuso

Células epiteliais

Expressao de caderina-E

N Preservada Reduzida # p

Tumor primario* 0,1137
Intestinal 26 21 (84%) 4 (16%) 1
Difuso 25 15 (60%) 10 (40%) 0

Total 51 36 (72%) 14 (28%) 1
Metaplasia Intestinal 1,0000
Intestinal 9 7 (88%) 1(12%) 1
Difuso 4 3 (100%) 0 1

Total 13 10(91%) 1(9%) 2

*Tipo histoldgico de Lauren. # N&o avaliaveis. p = Teste exato de Fisher.

Evidenciou-se na Tabela 5 que ndo houve diferenca estatisticamente significante

da expressdo de caderina-E entre o tumor primario e o tecido normal no carcinoma
intestinal (4/25 = 16% vs 1/22 = 5%, p = 0,3676). No entanto, a expressao da caderina-E

foi significativamente reduzida nos carcinomas difusos em relagdo & mucosa normal
distante do tumor (10/25 = 40% vs 0/16 = 0%, p = 0,0209).

Tabela 5 — Expressdo da caderina-E em células neoplasicas do tumor primario e tecido normal distante no

carcinoma géstrico dos tipos intestinal ou difuso

Expressao de caderina-E
Células epiteliais
N Preservada Reduzida # p

Tumor primario* 0,1137
Intestinal 26 21 (84%) 4 (16%) 1
Difuso 25 15 (60%) 10 (40%) 0 0,0209**

Total 51 36 (72%) 14 (28%) 1
Tecido Normal 1,0000
Intestinal 23 21 (95%) 1 (5%) 1
Difuso 18 16 (100%) 0 2

Total 41 37(97%) 1(3%) 3

*Tipo histoldgico de Lauren. # Nao avaliaveis. p = Teste exato de Fisher.**Tumor primario Difuso x

Tecido normal distante do tumor.




O grafico a seguir evidencia este ultimo achado:
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Figura 15 — Expressdo da caderina-E no tumor priméario e no tecido normal em pacientes com

adenocarcinoma gastrico do tipo difuso
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Expresséo da caderina-E foi significativamente reduzida nos carcinomas difusos em relagdo a mucosa
normal distante do tumor (10/25 = 40% vs 0/16 = 0%, p = 0,0209).

N&o foram evidenciadas diferencgas estatisticas significantes da expressdo da

caderina-E entre a metaplasia e o tecido normal (Tabela 6). Comparando a reducédo da

caderina-E na metaplasia com seu tecido normal obtivemos os seguintes resultados:

intestinal (1/8 = 13% vs 1/22 = 5%, p = 0,4899) e difuso (0/3 = 0% vs 0/16 = 0%).

Tabela 6 — Expressdo da caderina-E em metaplasia intestinal e tecido normal distante do carcinoma

gastrico dos tipos intestinal e difuso

Células epiteliais

Expressao de caderina-E

N Preservada Reduzida p

Metaplasia Intestinal 1,0000
Intestinal 9 7 (88%) 1(12%)
Difuso 4 3 (100%) 0

Total 13 10 (91%) 1(9%)
Tecido Normal 1,0000
Intestinal 23 21 (95%) 1 (5%)
Difuso 18 16 (100%) 0

Total 41 37(97%) 1(3%)

*Tipo histoldgico de Lauren. # Ndo avaliaveis. p = Teste exato de Fisher.
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Tabela 7 — Expressdo da caderina-E em células epiteliais normais e células epiteliais metaplasicas nas

diferentes camadas da mucosa gastrica

EXPRESSAO DE CADERINA-E NAS
CAMADAS DA MUCOSA GASTRICA

BASAL INTERMEDIARIA SUPERFICIAL
NEGATIVA ‘ POSITIVA NEGATIVA ‘ POSITIVA NEGATIVA | POSITIVA
NORMAL 0 27 (100%) 0 27 (100%) 0 27 (100%)
METAPLASIA
INTESTINAL 1(9%) 10 (91%) 1(9%) 10 (91%) 1(9%) 10 (91%)

A expressdo da caderina-E foi absoluta nas trés camadas da mucosa géastrica

normal (100%), enquanto na metaplasia intestinal foi quase total (91%). N&o foram

encontradas diferencas significantes na comparacdo entre os tercos em relacdo a

expressao de caderina-E (Tabela 7).

Figura 16 - Expressdo da caderina-E preservada em metaplasia intestinal de paciente com

adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal — 50x
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Figura 17 - Expressdo da caderina-E preservada em mucosa gastrica normal — 100x

4.4 Distribuicdo da expressdo da caderina-N em células epiteliais normais e

metaplasicas em relacéo a espessura da mucosa

No tecido normal, a expressdo da caderina-N ocorreu de forma diferenciada nas trés

camadas da mucosa gastrica.

Tabela 8 — Expressdo da caderina-N em células epiteliais normais e células epiteliais metaplasicas nas
diferentes camadas da mucosa gastrica

EXPRESSAO DE CADERINA-N NAS
CAMADAS DA MUCOSA GASTRICA

BASAL INTERMEDIARIA SUPERFICIAL
NEGATIVA ‘ POSITIVA NEGATIVA ’ POSITIVA NEGATIVA | POSITIVA
NORMAL 7 (26%) 20 (74%) 13 (48%) 14 (52%) 27 (100%) 0
METAPLASIA
INTESTINAL 11 (100%) 0 11 (100%) 0 11 (100%) 0

Sua frequéncia foi mais evidenciada na camada basal (74%) e intermediaria
(52%), ndo ocorrendo expressao na camada superficial. J& na mucosa com metaplasia
intestinal, ndo houve expressdo dessa molécula em nenhuma de suas camadas (Tabela 8;
Figura 18).
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Em relacéo ao terco basal comparando a positividade na expressao de caderina-
N verificou-se que no normal foi de 74% (20/27) enquanto na metaplasia foi de 0%
(0/11), obtendo-se uma diferenca significante (p < 0,0001).

No terco intermediario a negatividade foi total na metaplasia (0/11= 0%),
enquanto que no tecido normal foi e 48% (13/27), obtendo-se um p = 0,0026. Ja no

terco superficial observou-se uma total falta de positividade em ambos os tercos.

Na comparacdo da expressao da caderina-N no tecido normal, distante do tumor,
entre os tercos estudados foram observados os seguintes dados: entre o basal (7/27) vs
intermediario (13/27) ocorre um aumento da negatividade, com p = 0,1581. Na relacao

entre o basal (7/27) e o superficial (27/27), a negatividade é mais evidente, p < 0,0001.

Comparando o terco intermediario (13/27) vs superficial (27/27), a progressdo da
negatividade continua evidenciada, p < 0,0001. No tocante a metaplasia intestinal foi

observada negatividade total em todos os tercos.

Os principais dados obtidos da tabela 8 estdo representados nas figuras
seguintes:

Figura 18 - Expressdo da caderina-N na camada da mucosa gastrica normal e metaplasia
intestinal

Expresséao positiva de Caderina-N
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* p < 0,05, normal x metaplasico

(*) Alta expressao positiva de caderina-N nos tercos basal e intermediario da mucosa normal, ao contrario
do terco superficial que apresentou uma falta de expressdo, tanto na mucosa gastrica normal, quanto na
mucosa com metaplasia intestinal.
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Figura 19 - Expressdo da caderina-N nas camadas da mucosa gastrica normal — 50x
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Figura 20 - Expressao da caderina-N no terco basal e médio da mucosa gastrica normal — 100x
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4.5 Distribuicdo da expressao da caderina-N em células tumorais e ndo tumorais

A expressdo da caderina-N nas células tumorais foi comparada com a
imunocoloracdo nas células epiteliais normais e metaplasicas. E estd representada na

tabela a seguir:

Tabela 9 — Expressao da caderina-N em células epiteliais tumorais e células epiteliais ndo tumorais

CELULAS EPITELIAIS TUMORAIS e CELULAS EPITELIAIS NAO TUMORAIS

METASTASE MUCOSA MUCOSA COM METAPLASIA
TUMOR PRIMARIO LINFONODAL NORMAL INTESTINAL
NEGATIVA 46 (92%) 28 (100%) 7 (26%) 11 (100%)
POSITIVA 4 (8%) 0 20 (74%) 0

A negatividade foi predominante no tumor primario (46/50) e na metastase
linfonodal (28/28), sem diferenca significante ( p = 0,2906). Entre o tumor primario
(46/50 = 92%) vs mucosa normal (7/27 = 26%), ocorreu uma inversdo da expressao,
onde no tumor primario a expressdo negativa € mais evidente enquanto na mucosa

normal a positividade se sobressai, com p < 0,0001.

Na metaplasia a expressao negativa ocorreu em sua totalidade (11/11), enquanto

no tumor primario foi observada em quase todos os casos (46/50) (p = 1,0000).

Na relacdo entre o linfonodo (28/28) vs normal (7/27), ocorreu falta de
expressao total nos linfonodos (100%) e de apenas 26% na mucosa normal, com uma

diferenca significante, p < 0,0001.

Agora na comparacao entre linfonodo (28/28) vs metaplasia (11/11), se obteve
um p = 1,0000. Em relacdo ao normal (7/27) vs metaplasia (11/11), obtivemos um p <
0.0001.

A interpretacéo da tabela acima fica mais evidente com as figuras abaixo:



Figura 21 — Expressdo da Caderina-N em células epiteliais tumorais e ndo tumorais
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(*) Como pode se verificar na figura acima, a alta expressdo positiva de caderina-N nas células epiteliais
da mucosa normal se sobressai em comparacao as outras células epiteliais tumorais e metaplasicas.

Figura 22 - Expresséo da caderina-N positiva nas células tumorais do carcinoma difuso — 200x
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Figura 23 - Expressdo da caderina-N positiva na mucosa normal (tergo basal e intermediario) — 200x
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4.6 Distribuicdo da expressdo da caderina-N em mononucleares do estroma

tumoral

A auséncia de expressao da caderina-N no estroma de tumores primarios (24/48
= 50%), metaplasia intestinal (5/11 = 45%) e mucosa normal (15/27 = 55%) assemelha-
se com a frequéncia de positividade da expressdo da mesma. Entretanto, na metastase
linfonodal foi verificada uma acentuada predominéncia da expressao negativa (23/25 =
92%) (Figura 32).

Tabela 10 — Expressdo da caderina-N em mononucleares do estroma peritumoral, mucosa normal e
metaplasia intestinal

LESOES E LOCAIS

TUMOR METASTASE MUCOSA MUCOSA COM METAPLASIA
EXPRESSAO PRIMARIO LIINFONODAL NORMAL INTESTINAL
NEGATIVA 24 (50%) 23 (92%) 15 (55%) 5 (45%)
POSITIVA 24 (50%) 2 (8%) 12 (45%) 6 (55%)

A diferenca observada na tabela que mais chama atencdo € a predominéncia da
expressao negativa no linfonodo em comparacgdo ao tumor e aos demais grupos, com 0s
seguintes valores, todos significantes: tumor primario (24/48) vs linfonodos (23/25), p =
0,0003; linfonodos (23/25) vs normal (15/27) , p = 0,0044 ; e linfonodos (23/25) vs
metaplasia (5/11), com p = 0,0049. N&o foram observadas diferencas significativas
entre a ndo expressao e expressao da caderina-N nos demais grupos: tumor primario vs

normal vs metaplasia.

Figura 25 — Expressao da caderina-N nos mononucleares em lesdes e locais estudados
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(*) Nas metastases linfonodais, 0s mononucleares apresentaram frequentemente uma expressao negativa
de caderina-N, ao contrario dos outros locais que apresentaram uma positividade semelhante a
negatividade.
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Figura 26 - Expressdo da caderina-N positiva nos mononucleares e células tumorais do subtipo
difuso — 400x
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, optou-se pela utilizagdo da técnica de tissue microarray (TMA)
para obtencdo dos blocos da amostra. Foi utilizada a partir de um kit comercial -
Arraymold®. O TMA oferece resultados bastante confidveis e reprodutiveis e as
adaptacOes utilizadas possibilitaram cortes histoldgicos representativos das amostras. A
imunohistoquimica, por outro lado, apresentou dificuldades, notadamente pela
preservacdo irregular (periodo de fixagdo em formalina a 10%) dos espécimes
cirargicos, bem como seu armazenamento, dificultando o estabelecimento da
amostragem final, ocorrendo repeticGes de procedimentos técnicos. A utilizacdo do
sistema PT Link™-Dako na recuperacdo antigénica foi vital para a imunomarcacéo e foi
utilizada a concentracdo recomendada pelos fabricantes, dos anticorpos, para a
marcacdo dos controles positivos e dos casos. A expressdo da caderina-E e -N no tecido
normal, metaplasia intestinal e linfonodos, se fez necessaria para verificar o significado
e a validade dos achados no tumor priméario. Sendo assim foram obtidos 0s seguintes

dados:
Expressdo da caderina-N e caderina-E em tecido de cancer géastrico

A expressao positiva da caderina-E foi observada nas membranas de células com
cancer gastrico, mas também em condicGes de mucosa gastrica normal e infiltrados de
células tumorais. A expressdo da caderina-N foi identificada na membrana celular e
citoplasmas das células de cancer gastrico e mononucleares do estroma. Além disso, a
positividade da caderina-N foi encontrada em tecidos nervosos perto de tumores

gastricos.
Caderina-E

Expressdo reduzida da caderina-E foi encontrada em 28% de nossos casos,
resultado aproximado ao de Jawhari et al. (1997?%), 24%. Outro autores observaram
anormalidades na expressdo de caderina-E em 74% (MACHADO et al., 1998), 69%
(TANAKA et al., 2002), 46% (ZHOU et al., 2002) e 57% (CAI et al., 2001) dos casos,
valores superiores aos citados anteriormente. Muitas variaveis influenciam no resultado
final em imunohistoquimica, o que dificulta a comparagédo entre estudos que envolvem
diferentes amostras, submetidas a procedimentos técnicos diversos. Simplificacdo de

escores, sem perda da abrangéncia, tendem a minimizar 0s erros e aumentar a
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reprodutibilidade, como realizada por Jawhari et al. (1997%) ao compararem

normal/preservada e anormal/reduzida.

Em relagdo aos tipos histologicos, os resultados foram semelhantes aos de
diversos autores que relatam um maior numero de casos com auséncia/ ou reducdo da
expressao de caderina-E no histotipo difuso em relacdo ao intestinal (BLOK et al.,
1999; JOO et al., 2001; CHEN et al., 2003; WU et al., 2005, GUZMAN et al., 2005;
SILVA et al., 2006). Nos resultados do presente estudo observou-se uma reducdo na
expressao de caderina-E em 16% dos casos intestinais e 40% nos tumores difusos.
Outro achado de relevancia em relacdo a caderina-E foi a reducdo muito maior de
caderina-E membranar nas células epiteliais do tumor priméario em relagdo ao tecido

normal distante do tumor, do histotipo difuso, ( p = 0,0209).

Em nossos resultados, ndo foi observada nenhuma correlacdo entre expressédo de
caderina-E e as varidveis de idade e sexo dos pacientes, achados semelhantes aos de
outros autores (MACHADO et al., 1998; CAI et al., 2001; TANAKA et al., 2002
CHEN et al., 2003; WU et al., 2005). Nossos dados estdo de acordo com os da literatura
consultada, quanto a auséncia de correlacdo de caderina-E e localizacdo anatémica
(JOO et al., 2001; WU et al., 2005).

Observou-se que no presente estudo quanto maior o tamanho do tumor, menor
foi a expressdo de caderina-E, o que é compativel com o processo de progressao
tumoral que leva a TEM (Transicéo Epitelial Mesenquimal), portanto, uma etapa critica
na progressao do cancer ja que favorece a disseminacao hematogénica e linfogénica das
células tumorais de acordo com as descricBes de Thiery, 2002; Jodele et al., 2006;
Baum; Settleman; Quinlan, 2008; Katto; Mahlknecht, 2011.

Assim como nesse estudo, a grande maioria dos autores ndo encontrou
associacdo significativa entre expressdo reduzida de caderina-E e grau de invasdo
tumoral local (SHINO et al., 1995; MACHADO et al., 1998; JOO et al., 2001; CHEN
et al., 2003; GUZMAN et al., 2005; SILVA et al., 2006).

Correlacdo da expressdo de caderina-E com invasdo linfatica foi descrita por
alguns autores (CAl et al., 2001; TANAKA et al., 2002; WU et al., 2005b), dos quais
apenas Cai et al. (2001) relataram associagdo também com invasdo venosa. N0Ss0S

dados foram de acordo com os de outros autores, ou seja, auséncia de correlacdo com
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invasédo linfatica (MAYER et al., 1993; SHINO et al., 1995) ou venosa (SHINO et al.,
1995; MACHADO et al., 1998; TANAKA et al., 2002; CHEN et al., 2003).

Neste estudo, o tipo de expressaio de caderina-E ndo se relacionou
significativamente com a presenca ou a auséncia de metéstases linfonodais,
corroborando com os resultados de outros autores (MAYER et al., 1993; BLOK et al.,
1999; JOO et al., 2001; ZHOU et al., 2002; TANAKA et al., 2002; CHEN et al., 2003).
H& controvérsia em relacdo a este assunto, pois varios relatos sdo favoraveis a uma
correlagcdo entre menor expressdo de caderina-E e metastizacdo mais frequentes para
linfonodos (MACHADO et al., 1998; CAl et al., 2001; WU et al., 2005b; SILVA et al.,
2006; AOKI et al., 2007).

Em nossa casuistica, a expressao reduzida de caderina-E ndo foi predominante
no sitio primario (14/51 = 28%) e metastatico (5/35 = 16%). Como 0s nimeros indicam
a expressdao normal foi maior nos linfonodos do que no estbmago (84% e 72%,
respectivamente), resultado este que se assemelha com o0s poucos relatos encontrados
sobre esse assunto como em Jawhari et al. (1997%), que encontraram expressao normal
em 91% das metastases linfonodais, mas em apenas 76% dos carcinomas gastricos
primarios. Chan e colaboradores (2003), observaram aumento da expressdo de caderina-
E em 13% dos carcinomas gastricos metastaticos quando comparado aos respectivos
tumores no estdbmago. Para Shino et al. (1995), no entanto, a expressdo positiva
(membranar) da caderina-E no carcinoma gastrico foi maior no estdmago (82%) do que

nos linfonodos (62%).
Caderina-N

Os achados obtidos na avaliacdo da expressdo da caderina-N foram: a
positividade da caderina-N foi identificado em 4 de 51 casos (8%), mais baixa que as
encontradas por Kamikihara et al. (2012), que foi de 21,2%, e foi mais baixa ainda do
que com outros tipos de canceres, 45% em mama (HAN et al., 1999) e 44% em
canceres colorretais (ROSIVATZ et al., 2004). Uma possivel explicagdo para esse fato,
conforme descrito na metodologia, é a presenga de variaveis que influenciam no
resultado final em imunohistoquimica, dificultando a comparagéo entre estudos que

envolvem diferentes amostras, submetidas a procedimentos técnicos diversos.

Tran et al.(1999), mostraram uma clara associagéo entre o ganho de caderina-N
e aumento dos escores de Gleason no cancer prostata. No presente estudo, ndo foi
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possivel demonstrar uma correlacdo entre positividade vs grau de diferenciacao
(carcinoma intestinal: bem diferenciado vs carcinoma difuso: pouco diferenciado), pois
obteve-se escassa positividade no conjunto da amostra. Isto pode depender do grau de
invasdo do tumor, ja que todos os casos do presente estudo eram de cancer avancado.
Koshikawa et al.(2008) mostraram que a primeira fase de invasdo estromal no
adenocarcinoma bem diferenciado do estdbmago destruiu a membrana basal através do
mecanismo de TME (Transicdo Epitelial Mesenquimal), ocorrendo na margem

avancada em um tumor histologico bem diferenciado.

Gravdal et al.(2007), mostraram que o cancer de préstata para caderina-N
positiva tinha um nimero significativamente maior de metéstases linfaticas e invasdo de
6rgdos vizinhos; no entanto, Nakajima et al.(2004), demonstraram que a positividade
da caderina-N esta correlacionada apenas com invasao neural no cancer pancreatico. No
presente estudo, foi observada auséncia total de expressdo nos linfonodos. Portanto, a
positividade da caderina-N nem sempre se correlaciona com a agressividade do tumor.
Existe a possibilidade de que alguma propriedade especifica do 6rgdo possa influenciar

na expressdo da caderina-N, ja que se trata de microambiente tumoral diferente.

Foram obtidos resultados inesperados sobre a caderina-N, principalmente
presente na mucosa normal em comparagdo ao tumor, o contrario do que tem sido
geralmente referido na literatura. Na comparacao entre a mucosa normal e metaplasica,
levando-se em conta os tercos basal, intermediario e superficial da espessura da mucosa,
foram observados os seguintes dados: na mucosa normal a expressao foi total no terco
basal, e ocorrendo uma perda progressiva nos tercos intermedidrio e, sobretudo
superficial, sugerindo que o amadurecimento dos tercos esta inversamente relacionado
com a expressdo da caderina-N. No epitélio metaplasico, no entanto ndo houve a
marcacdo de caderina-N em nenhum dos ter¢os, resultado semelhante ao do tumor. N&o
foi possivel explicar estes achados e ndo hé dados na literatura para comparar, contudo
devem ser levados em conta, j& que 0s controles positivos internos e externos para
caderina-N mostram de forma inequivoca a sensibilidade ao anticorpo, descartando a

possibilidade de resultados falsos negativo na amostra.

Em relagdo a expressdo da caderina-N nos mononucleares foi observado: uma
semelhanga na expressao positiva no tumor primario, mucosa normal e na metaplasia (
em aproximadamente metade dos casos de cada grupo). Estes achados parecem indicar

gue a expressdo da caderina-N nos mononucleares ndo é determinante no processo de
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carcinogenéses. Em contrapartida, a positividade dos linfonodos foi muito menos
frequente em relagdo aos outros grupos, inclusive aos carcinomas gastricos primarios,
observando uma relagdo inversa entre a expressdo da caderina-N e a progressdo
tumoral. Este achado é diferente do que se refere na literatura e ndo temos explicacdes
adequadas para ele. Até o presente momento, no levantamento bibliografico, aqui
realizado, ndo foram encontrados artigos que avaliam a expressao de caderina-N nos

mononucleares do estroma tumoral e da mucosa normal.
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6 CONCLUSAO

1. Heterogeneidade de resultados na expressdo da caderina-E dos carcinomas

primarios: ora preservada, ora reduzida;

2. Heterogeneidade de resultados na expressdao da caderina-N dos carcinomas

primarios: positiva ou negativa,;

3. O carcinoma difuso apresentou uma menor expressao da caderina-E em relacdo

ao tecido normal;
4. A expressao de caderina-E em tumores maiores se apresentou bastante reduzida;

5. Nao houve diferenga significativa na expressao da caderina “E” e “N” entre as

lesBes primarias e metastaticas nos dois histotipos;

6. A caderina-E foi expressa de maneira uniforme em todas as camadas do tecido

normal e metaplasico (terco basal, intermediario e superficial);

7. A caderina-N foi expressa de maneira heterogenea nas camadas da mucosa
normal, com relagdo inversa entre a expressdo da caderina-N e a diferenciagédo
das camadas desta mucosa; e ndo se expressou na metaplasia intestinal,
semelhante ao observado nas células neoplasicas. Isso sugere que este tipo de

caderina ndo participa de todas as etapas da carcinogénese e progressao tumoral.

8. A expressdo da caderina-N nos mononucleares foi mais evidente que nas células

tumorais e metaplasicas;
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Imunoexpressao de

Imunoexpressao de

Caderina-E Caderina-N
Tumor: sitios | Mucosa ndo | Tumor: sitios anatdémicos Mucosa nao tumoral
anatomicos tumoral
Células Células EST LN Mmi N
tumorais epiteliais

2 SEXO | IDADE | CLASS. C.N C.N C.N C.N pTN(M) Local Inv. | Inv.
CAsOS LAUREN | EST | LN MmI N Mono Mono Mono Mono Tumor Ang | Peri
1 M 54 DIF Rdz Rdz Prsv - + - - + - T3 N2 ANTRO 25 A P
2 M 40 DIF Prsv Prsv Prsv - - - + T3 N1 CORPO 25 P P
3 F 72 INT Prsv Prsv - + + - T3 N2 CORPO 25 A A
4 M 50 DIF Prsv | Prsv - - + T3 N3b | COR+ANT 25 P p
5 M 65 DIF Rdz Rdz Aus. - Aus. T3 N2 CORPO 25 P p
6 F 72 INT Prsv Prsv - - - - T1b N2 CORPO 25 P #
7 F 42 DIF Prsv * Prsv - + * * + - T3 NO ANTRO 25 A #
8 F 48 INT Rdz Prsv - + - + T3 N2 CORPO 25 A A
9 F 42 DIF Prsv Prsv - + - - T3 N3a CORPO 25 P P
10 M 48 INT Prsv * Prsv - - * * + - T3 NO ANTRO 25 A A
11 M 45 DIF Rdz | Prsv - - - Aus T3 N2 CORPO 25 P #
12 M 58 DIF Rdz Rdz - - - - T3 | N3a | CORPO >5 P P
13 M 61 DIF Rdz * - - * * T3 NO CORPO 25 P #
14 M 39 DIF Prsv Prsv - - - - T3 N3 CORPO 25 P #
15 M 71 INT Rdz Prsv Prsv - - - - - - T3 N3a CORPO >5 A P
16 F 54 DIF Prsv * Prsv | Prsv - * * T2a NO CORPO <5 A A
17 M 65 INT Prsv Prsv Prsv | Prsv - + - + - T3 N1 ANTRO <5 A A
18 M 68 DIF Prsv Prsv T3 N3 ANTRO 25 P P
19 M 74 DIF Prsv Prsv - + - - T3 N2 CORPO 25 P P
20 M 55 DIF Prsv Prsv Prsv | Prsv + - - - + + + + T3 N3a ANTRO 25 A A
21 F 69 INT * - + * * Tib | NO ANTRO <5 A A
22 M 66 INT Prsv - - T2 N2 CORPO >5 P A
23 M 86 INT Prsv * Prsv - - * * + T3 NO CORPO 25 A #
24 M 73 INT Prsv Prsv Prsv | Prsv - + - - - T3 N2 ANTRO 25 P #
25 F 70 INT Prsv * Prsv - - * * Tib | NO ANTRO <5 A A

APENDICE — Quadro Geral da Express3do de Caderina-E e Caderina-N no Cancer Gastrico
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Imunoexpressao de Imunoexpressao de
Caderina-E Caderina-N
Tumor: sitios | Mucosa ndo | Tumor: sitios anatdémicos Mucosa nao tumoral
anatomicos tumoral
Células Células EST LN Mmi N
tumorais epiteliais

2 SEXO | IDADE | CLASS. C.N C.N C.N C.N pTN(M) Local Tumor | Inv. | Inv.
CAsOS LAUREN | EST | LN MmI N Mono Mono Mono Mono Tumor | (cm) | Ang | Peri
26 F 67 DIF Rdz * Prsv | Prsv - Aus. * * + - T4 NO ANTRO >5 A A
27 F 62 INT Prsv * Prsv - - * * T3 NO CORPO >5 P A
28 M 57 INT Rdz Rdz Prsv | Prsv - + - - + - + + ) N2 CORPO 25 A A
29 F 68 INT Prsv | Prsv Prsv - - - - + - T3 N2 COR+ANT 25 P #
30 M 69 DIF Prsv Prsv - + - - T3 N1 CORPO 25 P P
31 M 59 DIF Prsv Prsv Prsv - - - - + - T3 N2 CORPO >5 P P
32 F 68 INT Rdz Rdz | Prsv - - - - T3 N1 ANTRO >5 A #
33 F 81 INT Prsv * Prsv - + * * - - T1 NO CORPO 25 A #
34 F 73 INT Prsv Prsv Prsv + + - - - - T3 N1 CORPO >5 P #
35 M 51 DIF Rdz Prsv Prsv - - - - + - T3 N1 ANTRO 25 A >
36 F 70 INT Prsv Prsv Rdz - + - + T2 N1 CORPO >5 P A
37 M 72 INT Prsv | Prsv Prsv - + - Aus. - + T3 N2 CORPO 25 P A
38 M 64 DIF Rdz Rdz Prsv - + - - - + T3 N2 CORPO >5 P P
39 F 57 DIF Rdz * Prsv - + * * T1 NO CORPO >5 P A
40 M 66 INT Rdz * Prsv | Prsv - + * * - + + - T3 NO CORPO >5 A A
41 F 59 DIF Prsv Prsv Prsv - + - - - + T3 N1 CORPO <5 A #
42 M 41 DIF Rdz Prsv Prsv - + - - + T3 N2 ANTRO <5 A #
43 M 59 DIF Prsv Prsv Prsv - - - - + T3 N1 ANTRO >5 P #
44 M 61 DIF Prsv Prsv Prsv | Prsv - + - + - + T3 N1 CORPO 25 P #
45 F 63 INT Prsv Prsv - - - - T2 N3 ANTRO >5 A A
46 M 63 INT Prsv Prsv Prsv - - - - T3 N3a ANTRO <5 A A
47 M 75 INT Prsv Prsv Prsv | Prsv - + - - - - T3 N3a CORPO >5 P P
48 F 50 INT Prsv Prsv - - + - T1b NX CORPO >5 A A
49 F 39 DIF Prsv Prsv - - T3 N2 ANTRO >5 P P
50 F 72 INT Prsv * Prsv | Prsv - + * * - + + + T2 NO ANTRO <5 A A
51 M 75 INT Prsv Prsv - - - - + + T2 N1 CORPO >5 P #
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Siglas: EST=Estébmago LN=Linfonodo MI=Metaplasia Intestinal N= Normal CN= Células neoplasicas Mono=mononucleares
Inv.Ang= Invasdo angiolinfatica  Inv. Per= Invasdo perineural Rdz=expressao reduzida  Prsv=expressao preservada INT= Intestinal DIF= Difuso

*= NO Aus.=Ausente ... = Amostra Insuficiente #= Nao Avaliavel A= Auséncia P= Presenga



