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RESUMO

A Caderina-E estd intimamente relacionada com a transi¢do epitelial-mesenquimal e com a
progressao tumoral em muitos tipos de cancer, inclusive no cancer colorretal. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a imunoexpressdo de Caderina-E no céancer colorretal primédrio e nas
respectivas metdstases linfonodais, na mucosa colonica normal, e investigar possiveis
correlagdes desta expressdo com parametros clinicopatoldgicos. Setenta e sete casos de
colectomias por carcinoma colorretal e dez casos de linfonodos metastaticos, dos arquivos do
Departamento de Patologia e Medicina Legal/Universidade Federal do Ceard, foram
utilizados. Realizou-se o Tissue Microarray e imunohistoquimica, com anticorpo monoclonal
anti-Caderina-E. Foram avaliados os seguintes escores: 0 = auséncia de expressdo; 1 =
expressdo citoplasmatica; 2 = expressao mista (citoplasmdtica e membranar); 3 = expressao
membranar pura. Foi utilizada tanto a classificacdo proposta por Jawhari et al., agrupando os
casos em expressdo anormal (escores 0, 1 e 2) e expressdao normal (escore 3), como 0s
critérios propostos por Almeida et al., agrupando os casos como expressdo nao-membranar
(escores 0 e 1) e expressao membranar (escores 2 e 3). Os tumores primarios tiveram mais
casos de expressdo de Caderina-E anormal em comparagdo com a mucosa normal (p <
0.0001). Nao houve diferenca significante entre expressdo de Caderina-E no tumor intestinal e
em metdstases linfonodais, embora nestas a expressao membranar tenha sido mais freqiiente
do que no sitio primdrio. Tumores de células agrupadas apresentaram maior expressao de
Caderina-E membranar do que os de células isoladas, tanto utilizando a classificacdo de
Jawhari et al. (p = 0.0230), como os critérios propostos por Almeida et al. (p = 0.0043). Em
conclusdo, a expressdo anormal de Caderina-E no tumor primario, com persisténcia freqiiente
da imunomarcacdo membranar associada a marcagdo citoplasmdtica (marca¢do anormal
heterogénea ou mista), reforca as evidéncias de que esta alteracdo no cancer € mais
qualitativa do que propriamente quantitativa. O predominio da expressdo membranar no sitio
primério da neoplasia € na metédstase, com ou sem expressdo citoplasmdtica associada,
principalmente em tumores de células agrupadas, sugere que a presenca da Caderina-E &
essencial para a invasdo local e progressao tumoral, em oposi¢do ao cldssico paradigma de

que a progressdo tumoral se exacerba com a perda desta molécula de adesdo.

Palavras-chave: Neoplasias colorretais. Caderinas. Transicao epitelial-mesenquimal.



ABSTRACT

E-cadherin is closely related to epitelial-mesenchymal transition and tumor progression in
many cancers, including colorectal cancer. The aim of this study is to evaluate the expression
of E-cadherin in primary colorectal cancer as well as in lymph node metastasis, establishing
also a comparison with the expression of E-cadherin in normal colonic mucosa. We utilized
77 cases of colectomies for colorectal carcinoma and 10 cases of metastatic lymph nodes from
the files of the Department of Pathology and Forensic Medicine/Federal University of Ceara.
Tissue microarray and immunohistochemistry were performed with monoclonal anti-E-
cadherin, evaluated using the following scores: 0 = no staining; 1 = cytoplasmic staining; 2 =
mixed staining (cytoplasmic and membranous); 3 = membranous staining. It was used the
classification proposed by Jawahri et al. which includes cases of abnormal expression (0, 1
and 2 scores) and cases of normal expression (3 score), and was also used the classification
proposed by Almeida er al. which includes cases of non-membranous expression (0 and 1
scores) and membranous expression (2 and 3 scores). Primary tumors presented more cases of
abnormal E-cadherin expression in comparison to normal colonic mucosa (p < 0.0001). There
were no differences between E-cadherin expression in the primary tumor in comparison to
lymph node metastasis. The grouped cell tumors showed increased expression of E-cadherin
in comparison to isolated cell tumors, either using the classification proposed by Jawhari et al.
(p = 0.0230) and the classification proposed by Almeida et al. (p = 0.0043). In conclusion,
abnormal expression of E-cadherin in the primary tumor, with frequent membranar
immunostaining associated with the cytoplasmic marking (abnormal heterogeneous or mixed
staining), reinforces the evidence that E-cadherin expression change in cancer is more
qualitative than quantitative. The predominance of membranar expression in primary tumor
and lymph node metastasis, with or without associated cytoplasmatic expression, particularly
in cell-grouped tumors, suggests that E-cadherin presence is essential for local invasion and
tumor progression, as opposed to the classical paradigm that tumor progression is exacerbated

by the loss of this adhesion molecule.

Keywords: Colorectal neoplasms. Cadherins. Epithelial-mesenchymal transition.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer Colorretal

O Cancer Colorretal € o terceiro cancer mais comum e representa a quarta causa
de morte por cancer no mundo, com mais de um milhdo de casos novos e seiscentos mil
obitos por ano (PATEL; AHNEN, 2012; HAQ et al., 2012). Esse tipo de cancer é mais
comum nos paises desenvolvidos, no entanto, a sobrevida em cinco anos, que chega a sessenta
por cento dos pacientes nos Estados Unidos, nao ultrapassa os quarenta por cento nos paises
em desenvolvimento (WEITZ et al., 2005)

No Brasil, a estimativa € de que, no ano de 2012, houve o aparecimento de 30.140
novos casos de Cancer Colorretal, sendo 14.180 em homens e 15.690 em mulheres. Estima-se
também que, no ano de 2012, no Brasil, houve 13.344 mortes por Cancer Colorretal, sendo
6.452 mortes em homens e 6.892 mortes em mulheres. (INCA, 2012).

O crescimento populacional e o aumento da expectativa de vida sdo fatores que
propiciam um aumento no aparecimento das neoplasias malignas em geral e sdo esperados
cerca de quinze milhdes de novos casos de cancer e cerca de dez milhdes de mortes por
cancer até 2020 (YUSOF; ISA; SHAH, 2012).

O desenvolvimento do céincer colorretal estd relacionado com a predisposi¢ao
genética do individuo e também com fatores ambientais. Os principais fatores de risco
incluem histéria familiar de cancer colorretal, dieta pobre em fibras e folato e rica em
gorduras e carne vermelha, tabagismo, sedentarismo, obesidade, diabetes e doenca
inflamatéria intestinal (AL-SOHAILY et al., 2012; DYSON; RUTTER, 2012).

A maioria dos carcinomas colorretais se desenvolve a partir de polipos
adenomatosos. Os pdlipos adenomatosos sao lesdes benignas, porém, com potencial de
malignidade, tanto que cinco por cento desses polipos irdo progredir para tumores malignos
em um intervalo de cinco a dez anos. A localizacdo anatdomica mais comum dos canceres
colorretais € no reto, seguida pelo colo sigmdide e o restante € igualmente distribuido entre o
colo ascendente, transverso e descendente (LYALL et al., 2011).

Dentre as neoplasias malignas, o cancer colorretal € um dos que apresenta a maior
influéncia de alteragdes genéticas no seu desenvolvimento. Cerca de noventa e cinco por
cento destes tumores sdo do tipo esporddico, ou seja, casos de aparecimento em individuos

sem uma histéria familiar da doenca, sendo que neste caso as mutagdes genéticas que dao
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origem ao processo de carcinogénese ocorrem em células somdticas. Os canceres colorretais
familiares representam cerca de cinco por cento do total e incluem o Carcinoma Colorretal
Hereditario Nao Polipoide (CCHNP - sindrome de Lynch) e as sindromes de polipose familiar
como a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) e suas variantes, a Sindrome de Peutz-Jeghers
e a Sindrome de Polipose Juvenil (CENTELLES, 2012).

A sindrome de Lynch é a forma mais comum de cancer colorretal na forma
hereditaria e € caracterizada por uma heranga autossdmica dominante com um padriao de
penetrancia de oitenta e cinco a noventa por cento (SCHNEIDER et al., 2012). Esta sindrome
estd relacionada com o aparecimento de diversos tipos de tumores, em especial o cancer
colorretal e o cancer endometrial. No caso do céancer colorretal, os tumores sdao mais
frequentes do lado direito (BANNO et al., 2012).

A alteragdo molecular conhecida como instabilidade de microssatélites estd
estreitamente relacionada com a sindrome de Lynch. Os microssatélites sdao regides do
genoma onde ocorrem vdrias repeticdes, em geral, de dois a seis pares de bases, ao longo da
fita de DNA. Algumas mutacdes como delecdes e inser¢des nestas regides de repeticdo de
nucleotideos geram a instabilidade que sinaliza uma predisposi¢do gendmica a este tipo de
neoplasia (BOLAND; GOEL, 2010).

A Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) € a segunda causa mais comum de
cancer colorretal hereditario e se caracteriza pelo desenvolvimento de centenas de pdlipos
adenomatosos benignos no comeco da adolescéncia, e esses individuos, se nao forem
submetidos a tratamento, inevitavelmente desenvolvem carcinoma colorretal. Geralmente, o
diagndstico de cancer se dd em torno dos quarenta anos de idade nestes pacientes (LEE et al.,
2006; JASPERSON et al., 2010).

A base genética da PAF consiste em mutacdes no gene supressor tumoral APC e a
sindrome possui algumas variantes como a Sindrome de Gardner, onde além dos pdlipos
colonicos, verifica-se a presenca de osteomas de mandibula e tumores desmodides, bem como
a sindrome de Turcot, onde ha a presenca de tumores primdrios do sistema nervoso central
(JASPERSON et al., 2010; PATEL; AHNEN, 2012).

A despeito da existéncia dessas sindromes hereditdrias, o cancer esporadico
representa a grande maioria dos canceres colorretais, conforme relatado anteriormente. Esse
tipo de cancer se desenvolve através de alteracdes genéticas sucessivas, em um processo
conhecido como sequéncia adenoma — carcinoma. As mutagdes mais observadas sao nos

genes APC, K — RAS e P53 (CAPPELL, 2008).
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Com relacdo ao tipo histolégico, mais de noventa por cento dos canceres
colorretais sdao adenocarcinomas, tumores que se originam do epitélio que reveste a mucosa
coldnica. Os tumores mais bem diferenciados tendem a se apresentar em padrao de células
agrupadas, em glandulas ou em blocos, enquanto que os tumores menos diferenciados se
apresentam, geralmente, em um padrdo de células isoladas. A maioria dos adenocarcinomas
colorretais, contudo, cerca de setenta por cento, € diagnosticada como tumores de
diferenciacdo intermedidria. Tipos raros de tumores colorretais incluem neoplasias
neuroenddcrinas, carcinomas de células escamosas e carcinomas indiferenciados. (FLEMING
etal., 2012).

Alguns fatores sdo bem conhecidos como determinantes do progndstico no cancer
colorretal. Caracteristicas como o tamanho do tumor, tipo e subtipo histolégico, presenca de
células em anel de sinete, grau de diferenciagdo do tumor, bem como a presenca de invasao
linfatica, invasdo vascular e comprometimento de linfonodos sdo fatores bem estabelecidos
como determinantes do desfecho clinico e da sobrevida no cancer colorretal (BOLOCAN et
al., 2012).

Nesse sentido, um aspecto relevante a se observar com relagdo ao carcinoma
colorretal é quanto a presenca de metdstases. O carcinoma colorretal pode originar tanto
metastases regionais, para os linfonodos, como também metéstases por via hematogénica para
outros 6rgdos. O figado € o sitio mais comum de metéstases de carcinoma colorretal e cerca
de um terco dos pacientes terdo metéstases hepaticas (ISMAILI, 2011).

As metdstases podem estar presentes no momento do diagndstico (sincronicas) ou
surgir no decurso da doenca (metacrOnicas). A presenca de metdstases no figado estd
associada com um progndstico bem pior e a sobrevida de pacientes ndo tratados nesses casos
varia de seis a doze meses (SLESSER et al., 2012). Podem ocorrer também metéstases para
os pulmdes, ossos, cérebro e glandula adrenal (HATOUM et al., 2011; WANEBO et al.,
2012).

Os sintomas mais comuns na apresentacao clinica do cancer colorretal sdo: dor
abdominal, sangramento retal, alteracdo de hdbito intestinal e perda de peso involuntdria
(CAPPEL, 2005). Sintomas menos comuns incluem nauseas, vomitos, anorexia e distensio
abdominal. Sintomas podem variar com a localiza¢do do tumor no intestino grosso, sendo que
os tumores do lado esquerdo sdo mais propensos a causar obstrugcdo, tendo em vista o
didmetro menor do colo esquerdo comparado com o colo direito. Os canceres do lado direito
sd0 mais propensos a sangramento (BAZENSKY; SHOOBRIDGE-MOORAN; YODER,
2007; ADELSTEIN et al., 2011).
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Com relacdo ao tratamento, o procedimento cirurgico para resseccao do tumor
colonico, acompanhado da linfadenectomia regional, € o tratamento principal, bem como o
tratamento cirdrgico para remoc¢ao de metéstases. Para pacientes em estdgios mais avancados
indica-se também a quimioterapia isolada ou associada com a radioterapia. A quimioterapia
pode ser indicada antes da cirurgia para melhorar as condi¢cdes de ressecabilidade, quando é
chamada de quimioterapia neoadjuvante, ou apds a cirurgia para diminuir a chance de
aparecimento de metéstases, quando € chamada de quimioterapia adjuvante (PAWLIK;
COSGROVE, 2011; SIEGEL et al., 2012).

A prevencdo do cancer colorretal envolve a ado¢do de uma dieta rica em fibras,
controle de peso, alimentacdo balanceada e estudos mostraram reducdo da incidéncia de
cancer colorretal com o uso continuado de aspirina e antiinflamatérios nao esteroidais
(CAPPELL, 2008; JANKOWSKI; HUNT, 2008; COOPER et al., 2010). Adicionalmente,
diversas diretrizes (guidelines) recomendam o rastreamento (screening) do cancer colorretal a
partir dos cinquenta anos € os exames disponiveis sdo o teste de sangue oculto nas fezes,
retossigmoidoscopia, colonoscopia, enema baritado e tomografia computadorizada

(QASEEM, 2012).

1.2. Carcinogénese e Progressao Tumoral

Alguns genes estdo diretamente associados com o processo da carcinogénese.
Inicialmente temos os protooncogenes que, ao sofrerem mutacdes, ddo origem aos oncogenes,
e estes ultimos produzem fatores de crescimento de forma indefinida, propiciando divisdes
celulares descontroladas. Como exemplo de oncogenes, temos: K-RAS, N-RAS, c-myc, erb-B-
2. J4 os genes supressores tumorais sdo genes que expressam proteinas que inibem o
crescimento celular descontrolado e as mutagdes inativam esses genes. Como exemplo, temos
o gene APC. Outra importante categoria de genes sdo os genes reguladores de apoptose,
sendo o mais importante o gene P53, também conhecido como guardido do genoma, que tem
uma funcao importantissima no reparo de DNA e também na inducdo de apoptose em células
que sofreram mutacdes irreversiveis (CIVETTA; CIVETTA, 2011).

Os mecanismos pelos quais um cancer se origina sdo complexos e, ainda hoje, ndo
sdo totalmente esclarecidos. Varios modelos foram sugeridos ao longo do tempo (VINEIS;
SCHATZKIN; POTTER, 2010). O primeiro grande modelo foi o modelo centrado nas
mutagdes a partir de agentes carcinogénicos presentes no meio externo, radiacoes e virus. Para

este modelo, a ocorréncia de uma dada mutacio e, consequentemente, de aparecimento de um
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tumor, € diretamente proporcional a exposicdo a um determinado fator carcindégeno
(ARMITAGE; DOLL, 1954).

O segundo modelo teve como marco a teoria desenvolvida por Knudson para
explicar a carcinogénese do retinoblastoma, um tumor raro em criancas, onde o
desenvolvimento do tumor apenas € observado quando ocorre a mutacdo nos dois genes que
codificam a proteina do retinoblastoma. Essa descoberta formou a base da famosa hipdtese
dos dois passos (two-hit hypothesis), ou seja, no caso de genes supressores tumorais, como o
gene da proteina do retinoblastoma, o tumor se desenvolve através de duas etapas: o individuo
herda um dos genes ja com a mutacdo e, posteriormente, ocorre a mutagio no outro alelo, ou
ambas as mutacdes ocorrem na linhagem somdtica, dando assim origem ao cancer
(LOHMANN et al., 1997; KNUDSON, 2005).

Um terceiro modelo leva em consideragdo fatores de risco moduladores de cancer
como dieta, obesidade, hormonios e resisténcia a insulina. Esses fatores, ao invés de causar
mudancas estruturais no DNA, atuam causando mudangas funcionais, o que ficou conhecido
como fendmeno epigenético (ESTELLER, 2008).

Um quarto modelo € conhecido como modelo darwiniano, segundo o qual a
carcinogénese ocorre através de selecdao natural. O processo de tumorigénese para essa teoria
¢ resultado de uma loteria, ou seja, nem todas as mutagdes evoluem para um cancer, pois, a
maioria das células que apresenta mutacdes nao escapa dos mecanismos de controle
(mecanismos de reparo no DNA, sistema de imunovigilancia). O desenvolvimento de cancer
para essa teoria € um evento de probabilidade, onde um clone de células com mutagdes, por
selecdo natural, escapa dos mecanismos de controle e se divide indefinidamente (GREAVES,
2007).

Um trabalho clédssico e muito citado por pesquisadores em todo o mundo foi o
publicado por Hanahan e Weinberg, que estabeleceu as seis marcas da carcinogénese e da
progressdo tumoral, a saber: auto-suficiéncia da célula tumoral em produzir fatores de
crescimento, insensibilidade aos inibidores de fatores de crescimento, capacidade de se evadir
da apoptose, capacidade ilimitada de replicacdo celular, angiogénese sustentada e invasdo
tissular e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Posteriormente, surgiram evidéncias que mostraram que o tecido normal ao redor
do tumor ndo € inerte, mas que, pelo contrério, as células do tecido conjuntivo e moléculas
produzidas nesse tecido t€m participag¢ao direta no processo de carcinogénese, estimulando o
crescimento do tumor primdrio e favorecendo o processo de progressdo tumoral, migragao

celular e formagcdo de metédstases. Em 2009, Collota et al. publicaram um trabalho onde
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descreveram a sétima marca do cancer, que € justamente esse microambiente tumoral
(COLLOTA et al., 2009).

Ap6s a formacao do tumor primdrio, o processo de progressao tumoral evolui com
a invasdo da membrana basal e crescimento das células em direcdo ao tecido conjuntivo,
destacamento de células tumorais a partir do tumor primério e migragdo dessas células pela
matriz extracelular até os vasos, entrada das células nos vasos, um processo conhecido como
intravasdo, migracdo das células pela corrente sanguinea ou linfatica e saida de células
tumorais dos vasos e entrada em outros tecidos, um processo conhecido como extravasao.
Chegando aos novos tecidos e 6rgdos, estas células se reagrupam e ocorre um processo
simultaneo de neoformacao vascular e de proliferacido celular, dando origem as metéstases.
(WEINBERG, 2008; SLEEMAN, 2012; LANGHEINRICH et al., 2012).

A presenca de metdstases € a principal causa de morte relacionada ao cancer.
Estudos in vitro demonstraram que as células tumorais isoladas das metdstases sdao genética e
fenotipicamente diferentes das células neoplésicas do tumor primdrio. A principal teoria € a
de que algumas células do tumor primdrio adquirem mutacdes diferenciadas, gerando um
subclone de células com potencial de metastatizacao, ou seja, esse subclone de células seria
portador de uma “assinatura metastatica” (PANTEL; BRAKENHOFF, 2004).

Felizmente, o processo metastatico, de uma forma geral, é bastante ineficiente,
porquanto apenas um pequeno potencial de células metastdticas consegue progredir com
sucesso por todas as etapas necessdrias ao desenvolvimento das metdstases. Estas células
precisam sobreviver as forcas de cisalhamento na corrente sanguinea e extravasar para 0s
orgdos secunddrios, iniciando assim o processo de formacdo de micrometdstases, e ainda
dependem da eficiéncia do processo de vasculogénese e angiogénese no novo Orgao
(MACDONALD; GROOM; CHAMBERS, 2002).

Alguns tumores mostram um padrdo especifico de metdstases para determinados
o0rgdao secunddrios. Em 1889, Stephen Paget, analisando o padrdo de distribuicdo de
metastases no cancer de mama, propds a teoria do solo e da semente, sugerindo que o padrdao
de distribuicao de metdstases dos diversos tipos de tumor primario se devia ao fato de que a
célula tumoral necessita de solo apropriado, ou seja, de determinado 6rgdo secundério, para
desenvolver a metastase (PAGET, 1889).

Posteriormente, foi demonstrado que também o padrdo de drenagem linfatica e
venosa dos diversos 6rgdos tem contribuicdo importante no processo de disseminagdo de
metastases. Assim é que, por exemplo, no cancer de célon, que possui drenagem venosa

através do sistema porta, as metastases desse tumor se alojam preferencialmente no figado. O
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crescimento de metdstases € determinante no progndstico e, por conseguinte, € de extrema
importancia o desenvolvimento de tratamentos que possam bloquear o processo metastatico

(CHAMBERS; GROOM; MACDONALDS, 2002)

1.3. Transicao Epitelial-Mesenquimal

A Transicao Epitelial-Mesenquimal (TEM) € um processo que ocorre na maioria
dos metazodrios e consiste no desenvolvimento de células mesenquimais, semelhantes a
fibroblastos, a partir de células com fendtipo epitelial. Durante essa transicdo, as células
mesenquimais adquirem a morfologia apropriada para a migracdo através do meio
extracelular. Posteriormente, essas células podem adquirir novamente o fendtipo epitelial em
um processo inverso conhecido como Transi¢do Mesenquimal-Epitelial (THIERY, 2002).

A TEM € um processo fundamental na embriogé€nese, principalmente durante a
fase da gastrulacdo bem como no desenvolvimento da crista neural, coracdo e sistema
muscular esquelético. No entanto, esse mesmo processo também tem sido associado a
condi¢des patoldgicas como fibrose cronica, progressdo tumoral e desenvolvimento de
metastases (NATALWALA; SPYCHAL; TSELEPIS, 2008; WU; ZHOU, 2008).

Nas doengas fibrosantes cronicas, a Transi¢cdo Epitelial-Mesenquimal tem um
papel crucial, pois, nessas patologias, ocorre a transformagdo de células epiteliais em células
mesenquimais, semelhantes a fibroblastos, e esses fibroblastos serdo responsdveis pela
deposicdo excessiva de coldgeno que ocorre nessas doencas. A TEM ja foi relacionada a
quadros de fibrose cardiaca, renal, pulmonar e hepatica (PIERA-VELAZQUEZ; LI;
JIMENEZ, 2011; IWAISAKO; BRENNER; KISSELEVA, 2012).

As caracteristicas marcantes da Transi¢do Epitelial-Mesenquimal s3ao a
diminui¢do de expressdo de moléculas de adesdo intercelular em combinacdo com a aquisi¢ao
de propriedades mesenquimais com alto potencial migratério e invasivo (WEVER et al.,
2008).

Esse processo ocorre durante a progressao tumoral e, com a perda das moléculas
de adesdo, as células tumorais se destacam do tumor primdrio e, adquirindo esse fendtipo
mesenquimal, essas células invadem localmente a matriz extracelular adjacente ao tumor
primdrio e se aproximam dos vasos, neste primeiro microambiente tumoral. Depois, podem
apresentar capacidade de migracdo através da parede destes vasos, formando é€mbolos
intravasculares ou se dispersando no sangue como células isoladas (TIWARI et al., 2012). Ao

chegar aos novos tecidos, ocorre o processo inverso, € as células voltam a adquirir o fen6tipo
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epitelial e ocorre a reexpressdo de moléculas de adesdo, o que permite a formagdo das
metéastases (HENDRIX et al., 2011).

De fato, a Transic¢ao Epitelial-Mesenquimal tem sido implicada como coadjuvante
do processo de invasdo tumoral nos mais diversos tipos de neoplasias malignas como
hepatocarcinoma, cancer de mama, cancer de pulmao, cancer de pancreas, cancer de prostata
e cancer colorretal (SIPOS; GALAMB, 2012; BHANGU et al., 2012; LI et al., 2013; GUO et
al., 2013; KYUNO et al., 2013; YU et al., 2013).

No mecanismo de formacdo de metéstases, a Transicao Epitelial-Mesenquimal é
crucial no processo de migracdo da célula, desde o destacamento do tumor primdrio até a
intravasdo, extravasdo e migracdo no O6rgdo secunddrio, jid que a célula de fendtipo
mesenquimal possui uma grande capacidade de mobilidade através da matriz extracelular e
entre as células endoteliais, através das paredes dos vasos sanguineos e linfaticos (LEOPOLD;
VINCENT; WANG, 2012).

J& o processo inverso, a Transicdo Mesenquimal-Epitelial € crucial para o
estabelecimento da metdstase no 6rgdo secunddrio, onde a célula readquire um fendtipo

epitelial (YAO; DAIL; PENG, 2011).

1.4. Caderinas

As caderinas constituem uma extensa familia de moléculas de adesdo de natureza
protéica que promovem a adesdo intercelular e sua funcdo é cdlcio dependente. As caderinas
sdo encontradas em uma grande variedade de espécies, desde organismos unicelulares até
organismos multicelulares como os mamiferos (ABEDIN; KING 2008; HULPIAU; ROY,
2011).

Os mecanismos de adesdo intercelular constituem uma caracteristica fundamental
dos organismos multicelulares. Nos animais vertebrados existe um conjunto de estruturas
localizadas na membrana celular que é chamado de complexo juncional. Esse complexo €
formado basicamente por trés estruturas principais: as tight junctions (jungdes estreitas), as
jungdes de adesdo e os desmossomas. As caderinas foram identificadas como as principais
moléculas de adesdo das jungdes de adesao (ODA; TAKEICHI, 2011).

As caderinas podem ser classificadas em trés grandes grupos: caderinas cléssicas,
as principais, caderinas desmossdmicas e protocaderinas, as mais numerosas € antigas
filogeneticamente (BECKER et al., 2012) Existem diversos tipos de caderinas, como a

Caderina-E, presente no epitélio, a Caderina-N, que se expressa no tecido neural, a Caderina-
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VE, encontrada no endotélio vascular, a Caderina-P, presente na placenta, a Caderina-R, na

retina e a Caderina-K, descrita inicialmente no rim. (HULPIAU; ROY, 2009).

Quadro 1 — Superfamilia das Caderinas

Caderinas (Subfamilias) Tipo Exemplos
Caderina-E (CDH1)
Caderina-N (CDH2)
Caderina-P (CDH3)
Caderinas Caderina-R (CDH4)
Caderina-VE (CDHS5)
Caderinas Tipo II (Atipicas) Caderina-K (CDH6)
Caderina-H (CDH13)
Desmocolinas Desmocolinas -1, -2, -3

Caderinas Tipo I (Classicas)

Caderinas desmossomais h ,
Desmogleinas Desmogleinas -1, -2, -3

Protocaderina 03

Protocaderinas . Protocaderina 31
Protocaderinas a, B, y .
Protocaderina-1

Protocaderina-8

hFat-1

hFat-2
Caderinas fat-like Dominio extracelular extenso Dcad76E

Fat

Dachsous

hFlamingo-1

Caderinas Flamingo Sete dominios transmembrana .
hFlamingo

Adaptado de PEINADO, PORTILLO, CANO, 2004

As caderinas sdo proteinas transmembrana que possuem um dominio
intracitoplasmatico, outro transmembranar € um dominio extracelular. O dominio intracelular
das caderinas se liga a uma proteina chamada B-catenina (ou y-catenina), que por sua vez se
liga a outra proteina chamada a-catenina, o que é conhecido como complexo caderina-
catenina. A a-catenina, por sua vez, se liga a proteinas estruturais como a actina e essa ligacao
do complexo caderina-catenina ao citoesqueleto da célula é primordial no processo de adesao
intercelular. (YONEMURA, 2011).

O dominio extracelular das caderinas consiste de uma proteina de
aproximadamente cento e dez residuos, em forma de pregueamento beta. Em geral, uma
molécula de caderina contém cinco desses dominios extracelulares e as caderinas sdo
classificadas em multiplas subfamilias, classificacdo essa que € baseada no numero e arranjo
conformacional desses dominios extracelulares (BRASCH et al., 2012).

As caderinas promovem ligacdes homofilicas entre células, ligagdes estas

dependentes de cdlcio. As ligacdes sdo ditas homofilicas porque cada caderina apenas se liga
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com outra caderina do seu mesmo tipo. A Caderina-E, por exemplo, apenas tem capacidade
de se ligar com outra Caderina-E, bem como a Caderina-N apenas ird se ligar a outra
Caderina-N (BECKER et al., 2012).

O complexo Caderina-E e B-catenina estd envolvido tanto na Transicdo Epitelial-
Mesenquimal como na Transicdo Mesenquimal-Epitelial, processos estes que tém um
importante papel no desenvolvimento embriondrio, nas doengas fibrosantes e na progressao
tumoral. No processo de Transicdo Epitelial-Mesenquimal as células epiteliais deixam de
expressar proteinas como a Caderina-E e a citoqueratina e ganham um fen6tipo mesenquimal
com expressdo de proteinas como a Caderina-N, vimentina, a-actina de musculo liso e

proteina-1 especifica de fibroblastos (TIAN et al., 2011).

1.5. Caderina-E

A caderina-E, uma caderina do tipo I (classica), é considerada o protétipo das
caderinas, pois foi a primeira caderina identificada e caracterizada. Em 1977, Takeichi,
analisando células pulmonares de hamsters, identificou uma proteina de superficie, de
aproximadamente 150 kDa, ligada ao célcio. Este foi o primeiro relato de caracterizacdo da
Caderina-E e de seu potencial de adesividade intercelular dependente de célcio (TAKEICHI,
1977).

Posteriormente, em 1980, Hyafil et al , em estudos envolvendo células de
embrides, descreveu uma proteina de 84-kDa, que foi denominada de gp84. Ao administrar
anticorpos que reagiam com a proteina gp84, os pesquisadores observaram que havia perda da
adesividade celular (HYAFIL er al., 1980). Atualmente, é sabido que a proteina gp84
corresponde ao dominio extracelular da Caderina-E (ROY; BERX, 2008).

A Caderina-E € sintetizada no reticulo endoplasmaético rugoso como uma proteina
precursora inativa de 135-kDa e, posteriormente, sofre um processo de maturagdo no
complexo de Golgi, processo esse que envolve clivagem proteolitica, e entdo a Caderina-E
madura € transportada até a membrana celular, onde ird exercer sua func¢ao de adesividade. A
Caderina-E presente na membrana podera sofrer um processo de internalizacdo em vesiculas
intracitoplasmaticas e podera ser digerida no interior dos lisossomos, ou podera ser reciclada e
retornar 2 membrana plasmética (MASTERSON; O’DEA, 2007).

O processo de reciclagem da Caderina-E em vesiculas endocitoplasmadsticas, além
de proteger a proteina da degradacdo enzimdtica, possibilita um remodelamento das

interacoes de adesdo célula-célula, permitindo que a Caderina-E seja redirecionada para
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outros locais da membrana celular, promovendo uma maior plasticidade em termos de adesao
intercelular (NIESSEN; LECKBAND; YAP, 2011).

A expressdo da Caderina-E se dd4 na membrana das células epiteliais, mais
especificamente nas jungdes de adesdo, sendo a principal molécula que mantém a adesdo
entre essas células. O dominio intracitoplasmatico da Caderina-E se liga com a B-catenina ou
com a y-catenina. Outra proteina, a a-catenina, se liga a B-catenina ou a y-catenina, formando
complexos Caderina-E/ B-catenina/ a-catenina ou Caderina-E/ y-catenina / a-catenina. Esta
ultima, por sua vez, se liga ao citoesqueleto da célula através da actina. Por outro lado, as
caderinas se ligam a caderinas de outras células por meio de ligacdes Caderina-E/Caderina-E.
Ao estabelecerem a adesao intercelular, as moléculas de Caderina-E tornam-se essenciais para
que as células epiteliais mantenham-se agrupadas (EL-BAHRAWY et al., 2002).

Conforme foi discutido anteriormente, a Transi¢do Epitelial-Mesenquimal esta
estreitamente relacionada ao processo de invasdo tumoral. Os carcinomas que sdo bem
diferenciados ou moderadamente diferenciados, muitas vezes apresentam células epiteliais
interligadas de forma coesa, através de ligacdes estabelecidas pela Caderina-E e estes grupos
de células cancerosas sdo separados do tecido conjuntivo adjacente por uma membrana basal
(PEINADO; PORTILLO; CANO, 2004).

Ao se iniciar o processo de invasdo tumoral, ocorre uma diminuicdo da expressao
de caderina-E na membrana das células tumorais, o que resulta em um destacamento destas
células. Evidenciam-se também alteragdes fenotipicas, com uma mudanca do fendtipo
epitelial para o fendtipo mesenquimal e um aumento de expressdo de outra caderina, a
Caderina-N, e essas caracteristicas irdo proporcionar uma maior motilidade e capacidade
migratéria dessas células através do tecido conjuntivo e dos vasos. Esse processo migratorio
também conta com o concurso de diversas proteases, como as metaloproteinases, que sao
produzidas no microambiente tumoral, e que degradam a membrana basal e a matriz
extracelular, facilitando a migracao das células tumorais (GUARINO, 2007).

Além da funcio de adesividade, a Caderina-E parece ter outro possivel papel na
progressao tumoral: o de molécula sinalizadora, interferindo na producdo de fatores soldveis
como o fator inibidor de hipdxia, regulando o metabolismo e o crescimento das células
tumorais, com efeitos inclusive sobre o processo de consumo de glicogénio. Nesse sentido, a
Caderina-E teria também uma fun¢do de proteina oncogénica. No entanto, esses mecanismos
moleculares ainda ndo estdo bem esclarecidos. (CHU et al., 2013).

A perda de expressao de caderina-E tem sido relacionada a progressao tumoral em

diversos tipos de neoplasias malignas, tais como: cancer de mama, melanoma, tumores
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cerebrais, tumores géstricos e ao carcinoma colorretal (SCHWECHHEIMER; BIRCHMEIER,
1998; TSANOU et al., 2008; BARANWAL; ALAHARI, 2009; KUPHAL; BOSSERHOFF,
2012; CARNEIRO et al, 2012).

1.6. Caderina-E e Carcinoma Colorretal

As moléculas de adesdo celular estdo diretamente envolvidas nos processos de
invasdo e metastatizacdo no cancer colorretal e a perda de funcdo da Caderina-E esta
relacionada com fendtipos de cancer pouco diferenciados € com maior potencial de
invasividade (TSANOU et al., 2008). A perda de expressao de Caderina-E, bem como da -
catenina tem sido associada com o desenvolvimento de metdstases no cincer colorretal
(SHIONO et al., 2006; FANG et al., 2010; ELZAGHEID et al., 2012; CHEN et al., 2012).

Ha relatos de que em pacientes portadores de carcinoma colorretal com expressao
diminuida de Caderina-E e P-catenina, a sobrevida tende a ser menor (FILIZ et al, 2010).
Outros trabalhos tém sugerido a possibilidade de utilizar a dosagem de niveis séricos de
Caderina-E como um possivel marcador de progndstico em pacientes com carcinoma
colorretal (WILMANNS et al., 2004; WEIB, 2011).

A localizag¢do da Caderina-E, se na membrana ou no citoplasma da célula também
¢ de extrema significancia, porquanto € sabido que a Caderina-E apenas mantém sua
funcionalidade quando expressa na membrana celular. A Caderina-E de localizagao
citoplasmatica, por defini¢do, € ndao funcional (KHOURSHEED, 2003; ELZAGHEID et al.,
2006).

Além disso, também tem sido demonstrado que, no caso das metdstases hepaticas
de carcinoma colorretal, as células que formam corddes neopldsicos no tecido hepatico
possuem expressdo normal de caderina-E, o que leva a crer que as células cancerosas, ao
chegarem ao figado, sofrem o processo de Transi¢do Mesenquimal-Epitelial, reexpressando
caderina-E em suas membranas, o que leva a um reagrupamento celular para a formacao da
metastase hepatica (WELLS; YATES; SHEPARD, 2008).

De fato, alguns estudos demonstraram uma expressao maior de Caderina-E nas
metdstases hepdticas do que no tumor primdrio do carcinoma colorretal, sugerindo a
reexpressdo de Caderina-E estimulada pelo microambiente do tecido hepatico. A principal
teoria € de que as células tumorais deixam de expressar a Caderina-E apenas transitoriamente,
voltando a expressd-la no sitio metastitico, ou seja, haveria um processo de Transicao

Epitelial-Mesenquimal no tumor primdrio, possibilitando a migracao celular e um processo de
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Transi¢do Mesenquimal-Epitelial, durante a implantacdo das células neoplédsicas no nicho
metastitico (BONGIORNO et al., 1995; IKEGUCHI et al., 2000; EL-BAHRAWY, 2001).

Aumento da expressdao de Caderina-E em relacdo aos tumores primarios também
foi descrito em pacientes com metéstases linfonodais de carcinoma colorretal (BATISTATOU
et al., 2000).

Os resultados sdo controversos e alguns estudos demonstraram um aumento de
expressdo de Caderina-E e cateninas também nos tumores primérios do carcinoma colorretal
em comparacao com o tecido coldnico normal, tanto no carcinoma colorretal esporddico como
no carcinoma proveniente de polipose adenomatosa coldnica (EL-BAHRAWY et al., 2001;
EL-BAHRAWY, 2002).

Apesar de haver muitos estudos avaliando a expressdo de Caderina-E em tumores
primdrios de carcinoma colorretal, poucos trabalhos estabeleceram uma comparacio entre a
expressdo desta caderina nos carcinomas primdrios € nas metdstases linfonodais
(KANAZAWA et al., 2002; BATISTATOU et al., 2006).

Além disso, os padrdes de migracdo celular que ocorrem durante a invasao tumoral no
sitio primdrio neste tipo de cancer s@o ainda um assunto em aberto. Alguns estudos sugerem
que haja infiltracdo de células isoladas, através de um movimento amebdide, e que haja
também a migracdo de células agrupadas, em blocos ou em corddes (FRIEDL; WOLF, 2003).

Estes dois aspectos ainda pouco conhecidos nos motivaram a realizacio deste estudo.
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2. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a imunoexpressao de Caderina-E no Cancer Colorretal.

Especificos

Avaliar a imunoexpressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal primario em
relacdo as varidveis clinico-patoldgicas (sexo, idade, localizacdo anatomica,

tamanho do tumor).

e Comparar a expressao de Caderina-E nos carcinomas colorretais primarios com

a imunomarcac¢ao na mucosa colonica normal.

e Comparar a expressao de Caderina-E nos carcinomas colorretais primarios com

a imunomarcag¢ao nas metastases linfonodais.

Verificar o padrao de marcagao celular da Caderina-E nas células cancerosas

invasivas, agrupadas versus isoladas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Casos e material utilizado

Este estudo, de cardter transversal, foi desenvolvido a partir de um conjunto de
111 casos de carcinoma colorretal utilizando material referente a pecas de colectomia no
periodo de 2004-2009, registrados nos arquivos do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal do Ceard (DPML/UFC). Fizeram parte da amostra todos os
casos do periodo citado, fixados em formalina a 10% e incluidos em parafina. Casos com
amostras insuficientes, mal fixadas ou inadequadas (por exemplo, com predominio de dreas
necréticas ou de muco) foram excluidos.

Dos 111 casos, 26 apresentavam metédstases em linfonodos, dos quais foram
obtidos blocos de parafina para a realizacdo de imunohistoquimica. Seguida a microtomia
habitual, feita com 3 um, os cortes foram corados pelo método da Hematoxilina-Eosina (HE),
e foi confirmado histologicamente o diagndstico de adenocarcinoma colorretal. Também
foram analisados os 26 blocos de linfonodos comprometidos por metéstases. Adicionalmente,
foram separados 30 blocos que continham apenas mucosa normal e outros trinta blocos de
linfonodos normais, sem metastase.

Durante a andlise das laminas, foram excluidos os casos que apresentavam menos
de cem células tumorais, casos autolisados e casos com material insuficiente. A casuistica
final foi de 77 amostras de tumor primdrio, 10 amostras de linfonodo metastatico, 24 amostras

de mucosa normal e 13 amostras de linfonodo normal.

3.2 — Tissue Microarray

A técnica de Tissue Microarray (TMA) foi descrita pela primeira vez por
Battifora em 1986. Posteriormente, Kononen et al. desenvolveu uma técnica onde, por meio
de uma agulha, cilindros de tecido eram retirados do bloco doador e inseridos em blocos
receptores padronizados (KONONEN, 1998; MIETTINEN, 2012).

A construgdo do TMA por via convencional depende de um kit industrial de alto
custo e que ndo estd disponivel na maioria dos laboratérios de patologia ao redor do mundo.
No entanto, essa técnica permite a andlise de multiplos fragmentos de tecido em um tnico

bloco de parafina, permitindo economia de anticorpos e reagentes.
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Algumas formas artesanais de constru¢do de TMA tém sido descritas na literatura
(CHEN; FORAN, 2006; PIRES; ANDREIUOLO; SOUZA, 2006; SHEBL et al., 2011;
GURGEL et al., 2012). Neste projeto de pesquisa foi desenvolvida uma nova variagado técnica
artesanal para constru¢do dos blocos receptores.

Foi utilizado um vazador manual de couro Graziano® (punch) adaptado conforme
descrito por Gurgel et al., 2012. O vazador, com didmetro de furo de 2 mm foi usado para
retirar os cilindros de tecido dos blocos doadores.

A adaptacao do vazador de couro foi realizada com o uso de uma furadeira de
impacto de 3/8” e 500 W Skil® na velocidade de até 3000 rpm com uma broca Bosch® de
4mm para permitir a perfuracdo do ago inoxiddvel e, em seguida, foi realizado o acabamento
da peca utilizando-se uma lima mecanica meia-cana. Os procedimentos foram necessarios
para gerar uma abertura lateral de 2 cm e que fica a 4mm de distancia da nova ponta,
permitindo a remogao de cilindros de 2 mm a partir do bloco doador (GURGEL et al., 2012).

Através da andlise das laminas coradas pelo método HE, foi delimitada a 4rea
representativa do material em cada bloco para permitir a retirada dos cilindros no exato local
onde se encontrava o tecido a ser analisado.

Durante a retirada dos tecidos dos blocos doadores, o punch era inserido de forma
perpendicular a fim de proporcionar a adequada retirada do cilindro com a parte previamente
selecionada e representativa da amostra.

No tocante a construcdo do bloco receptor, neste projeto de pesquisa, foi
desenvolvida uma técnica artesanal para construcao de blocos receptores. Foram utilizados
blocos de parafina vazios preparados com o molde padrdo, fazendo uso de parafina granulada
aquecida a 60°C. Uma caneta Pilot® foi utilizada para marcar 24 pontos equidistantes no bloco
de parafina a ser usado como bloco receptor (Figura 1A).

Posteriormente, utilizou-se uma agulha de croché padrao de 2 mm (Figura 1B) e
foram perfurados 24 orificios, exatamente nos pontos marcados no bloco receptor, realizando-
se um delicado movimento giratério da agulha de croché para obter as perfuracdes sem
provocar rachaduras no bloco de parafina (Figura 1C).

Os cilindros dos blocos doadores foram encaixados cuidadosamente nos orificios
obtidos nos blocos receptores (Figura 1D). Em cada bloco receptor confeccionado, a ordem
dos casos no bloco foi cuidadosamente anotada para servir de referencial quando da anélise
das laminas. No primeiro orificio de cada bloco foi encaixado um tecido diferente, como

figado, bago e/ou placenta, para facilitar a posterior orientacao.
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Ap6s o bloco receptor ser preenchido com todos os cilindros, despejou-se uma
fina camada de parafina derretida sobre o bloco e o mesmo foi aquecido em uma estufa a
60°C durante quinze minutos, e depois, resfriado em temperatura ambiente, com o objetivo de
obter uma melhor aderéncia dos cilindros no bloco receptor (Figura 1E).

Os cortes dos blocos de tissue microarray foram feitos em micrétomo Leica
RM2235, com 3 um de espessura, e encaminhados para realizacdo de imunohistoquimica

(Figura 1F).

Figura 1 — Técnica para a constru¢do do Tissue Microarray

3.3 — Imunohistoquimica

Os blocos de tissue microarray foram submetidos a microtomia, realizando-se
seccdes com 3 um de espessura, e foi realizada a aposi¢do dos cortes histolégicos em ldminas
silanizadas.

As laminas silanizadas foram colocadas em um suporte plano e levadas para a
estufa, com temperatura estabilizada a 60°C, durante uma hora, com o objetivo de derreter o

excesso de parafina e melhorar a aderéncia dos tecidos a lamina.
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Ao mesmo tempo, iniciou-se a preparagdo do tampao de recuperacdo antigé€nica.
Utilizou-se o tampdo Envision Flex Target Retrieval Solution, pH=9, c6digo de referéncia
K8000 — Dako®, diluicdo 1:50. O tampdo foi conservado na geladeira a 8°C.

Em seguida, essa solucdo de 1500 ml (30 ml de tampao de recuperacdo antigénica
+ 1470 ml de dgua destilada) foi colocada em um tanque do mdédulo de pré-tratamento Dako
PT Link®, aparelho que proporciona um banho maria fechado, com temperatura monitorizada
e controlada por computador. Foi realizado o pré-aquecimento do sistema até 65°C durante

trinta minutos.

Figura 2 — Grafico de Recuperagio Antigénica - Dako® PT Link
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Retiraram-se as laminas da estufa. As laminas foram colocadas em prateleiras, as
quais foram posicionadas no tanque do Dako® PT Link, e o sistema aquecido até a
temperatura de 97°C, permanecendo nessa temperatura por trinta minutos. A seguir, o sistema
foi novamente resfriado até 65°C, com o tempo total do processo de aproximadamente uma
hora e meia (Figura 2).

Esta etapa de recuperacio antigé€nica possibilita, através do calor e da solucao de

tampdo, a quebra das pontes e ligacdes induzidas pela formalina, recuperando assim os
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epitopos antigénicos, promovendo também a reidratagdo dos cortes histolégicos, permitindo,
posteriormente, uma melhor ligacdo dos anticorpos aos epitopos (SHI; SHI; TAYLOR, 2011).

O material entdo foi retirado dos tanques e as laminas foram colocadas em um
borrel contendo tampao de lavagem, durante trés minutos. Para a lavagem das laminas
utilizou-se o Wash Buffer Envision Flex, pH=7.,6, Dak0®, na dilui¢do de 1:20.

ApOs trés minutos, as laminas foram retiradas do tampao de lavagem e submetidas
ao bloqueio da peroxidase com perdxido de hidrogénio a 5% durante dez minutos, com o
objetivo de bloquear a peroxidase dos tecidos para evitar reagao de fundo quando da etapa de
coloragdo.

Posteriormente, efetuou-se nova lavagem das laminas com tampdo de lavagem
por mais trés minutos, € entdo as laminas foram colocadas nas camaras de incubacdo e
marcadas com uma caneta especial hidrofébica (Dako® Pen — referéncia S2002) que delimita
a drea em torno do corte histolégico impedindo o escoamento das solugdes. Em seguida
realizou-se a incubacdo com o anticorpo primério.

Utilizou-se o anticorpo Anti-Caderina-E de camundongo, monoclonal, Dak0®,
clone NCH-38, em uma diluicdo de 1:100. Foi realizada a aplicacdo do anticorpo primadrio,
lamina por lamina, e o conjunto permaneceu em incubacdo overnight, por aproximadamente
dezenove horas na geladeira, a temperatura de 8°C. No dia seguinte, as laminas foram
retiradas da geladeira, sendo realizadas duas lavagens seguidas com o Wash Buffer Envision
Flex Dako®, a primeira lavagem durante cinco minutos e a segunda durante trés minutos.

As laminas entao foram colocadas na prateleira e foi realizada a incubagcdo com o
Linker Envision Flex Mouse, cédigo de referéncia K8012/K8022 - Dako®, durante quinze
minutos. O Linker € utilizado com o objetivo de amplificar a ligacdo entre o anticorpo
primdrio e o polimero, tornando a reacao de imunohistoquimica mais sensivel.

A etapa seguinte se deu através da incubacdo com o polimero Dako® Envision +
Dual Link System — HRP. A incubacdo do polimero foi realizada durante quarenta minutos.
Em seguida, foram realizadas mais duas lavagens com o tampao de lavagem, durante cinco
minutos cada lavagem, e, logo apds, foi feita a coloracdo com a incubacdo do cromdgeno
Dako® DAB durante dez minutos e posterior lavagem das laminas em dgua corrente.

A seguir, foi feita a contracoloracdo com hematoxilina (EnVision Flex
Hematoxylin) e realizadas trés passagens das laminas em alcool absoluto, para desidratacdo e
trés passagens em xilol, para diafanizacdo ou clareamento. Por dltimo, foram realizadas as

montagens das laminulas utilizando o Balsamo do Canada.
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O quadro seguinte resume o desenho metodolégico.

Quadro 2 — Desenho Metodolégico: Construcdo do Tissue microarray e Imunohistoquimica
_

1.MICROSCOPIA
Selecdo de areas tumorais

N2
2.BLOCOS DOADORES
Retirada de Amostras
NG
3. PREPARACAQ DOS BLOCOS RECEPTORES
Preparacdo do bloco do array
NG
4. MICROTOMIA
Blocos do array

N

5. DESPARAFINIZACAQ + RECUPERACAQ ANTIGENICA
Médulo de pré-tratamento Dako PT Link™

N2
6. BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA
Perdxido de hidrogénio 5%

N

7. ANTICORPO PRIMARIO
Anti-Caderina-E Monoclonal Dako® (camundongo)

——— > 8. AMPLIFICADOR DE SINAL
Dako Envision'™ FLEX+ Mouse LINKER

N2
9. SISTEMA POLIMERICO LIVRE DE BIOTINA
Dako Envision + Dual Link System — HRP
J

10. CROMOGENO — (3.3 Diaminobenzidina)
Dako Envision™ FLEX DAB+ Chromogen

N

11. CONTRA-COLORACAQ
Dako Envision™ FLEX Hematoxylin

J

12. DESIDRATACAQ - DIAFANIZACAO
Alcool a 100%:; Xilol

N

13. MONTAGEM DAS LAMINAS
Balsamo do Canada + laminula

4

14. MICROSCOPIA
Avaliacdo Imunohistoquimica

3.4 — Escores

Para atribuicdo dos escores, foi utilizada uma avaliacdo semiquantitativa proposta

por Jawhari e colaboradores, da seguinte forma: 0 = auséncia de coloracdo ou menos de dez

por cento de células coradas; 1 = coloracdo predominantemente citoplasmadtica; 2 = padrio

misto de coloracdo; 3 = padrdo membranar de coloracdo. Para atribuicdo de escores foi

sempre considerado o padrdo dominante. Casos em que havia mais de dez por cento de

células com um padrdo diferente do padrdo principal foram considerados como padrdo misto.

Posteriormente, os casos foram classificados em expressio anormal de Caderina-E,

representada pelos escores 0, 1 e 2, e expressdo normal de Caderina-E, representada pelo

escore 3. JAWHARI et al., 1997).

Utilizou-se também outra abordagem, proposta por Almeida e colaboradores. Os

casos com escores 0 ou 1 foram classificados como "Auséncia de expressio membranar"
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enquanto casos com escores 2 ou 3 foram denominados como "Presenca de expressdo

membranar" (ALMEIDA et al., 2010).

3.5 — Controles

Os controles positivos para Caderina-E foram obtidos a partir de sec¢des de tecido
de apéndice cecal, que coram fortemente a proteina de adesao (JAWHARI et al., 1997,
HUNT et al., 1997). Os controles negativos foram obtidos a partir da supressdo do anticorpo

primaério.

3.6 — Avaliacao intra- e inter-observadores

Os preparados histolégicos para Caderina-E foram estudados pelo autor deste
trabalho e posteriormente analisados por um patologista, sempre em microscopio Olympus
BX41™, sem conhecimento prévio dos dados clinico-patolégicos. Casos em que houve

discordancia foram reavaliados e definidos por meio de consenso entre os examinadores.

3.7 — Analise Estatistica

Neste trabalho utilizou-se o teste exato de Fisher para andlise estatistica das
tabelas de contingéncia. O valor de p < 0,05 foi definido como estatisticamente significante.
Foi utilizado o programa GraphPad Prism™ 5 para a realizacdo dos testes estatisticos e dos
graficos.

3.8 — Aprovacio no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitiario Walter Cantidio em 26/09/2011, sob o protocolo n° 093.09.11. Foram tomados
os devidos cuidados na preservacdo de condi¢des de biosseguranca, incluindo a prevencgao de
acidentes em laboratério e o manejo e acondicionamento correto dos materiais utilizados. A
utilizagdo das amostras do arquivo foi feita apds a assinatura do Termo de Fiel Depositédrio

das amostras.
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4 RESULTADOS

4.1 Controles
As figuras 3 e 4 mostram os controles positivos e a figura 5 mostra o controle
negativo de amostras selecionadas de apéndice cecal, de acordo com sugestdo da literatura,

para Caderina-E JAWHARI et al., 1997; HUNT et al., 1997).

Figura 3 — Imunoexpressdo de Caderina-E: Controle positivo

M G SN

Apéndice cecal com expressdo positiva membranar de Caderina-E, 40 X
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Figura 4 — Imunoexpressdo de Caderina-E: Controle positivo - detalhe
"‘ ) - v ? . ;

Apéndice cecal com expressdo negativa de Caderina-E, 400 X
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A figura 6 mostra um controle positivo interno de Caderina-E no tecido hepatico

normal, com marca¢do membranar pura nos hepatdcitos.

R N RO P WAL

Hepatdcitos com expressdo membranar positiva de Caderina-E, 400 X
4.2 Imunomarcacao e Variaveis Clinico-Patologicas

Foi realizada a comparacdo da expressao da Caderina-E em cada varidvel clinico-
patoldgica estudada: entre sexo masculino e sexo feminino, entre pacientes com idade abaixo
de 50 anos e pacientes com 50 anos ou mais, entre pacientes com tumor primdrio menor que 5
centimetros € maior ou igual a 5 centimetros e entre pacientes com localizagdo do tumor no
colo direito e transverso versus colo esquerdo e retossigmoide.

Para cada varidvel analisada, realizamos uma analise estatistica considerando a
classificagdo de Jawhari et al (pl) e outra utilizando os critérios propostos por Almeida et al
(p2). Com relacdo a estas varidveis clinico-patolégicas, ndo encontramos nenhuma diferenca

estatisticamente significante (Tabela 1).
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Tabela 1 — Imunoexpressdo de Caderina-E no tumor primdrio e varidveis clinico-patolégicas

Expressao de Caderina-E

Escores
Variaveis Clinico-Patolégicas
n 0 1 2 3 pl
Sexo
Masculino 44 12 1 14 17
Feminino 33 10 2 11 10 04796
Idade
<50 23 10 0 5 8 1.0000
>50 54 12 3 20 19 ’
Localizag@o anatdomica
Colo direito 15 5 1 7 2
Colo transverso 3 1 0 0 2
Colo esquerdo 4 1 0 1 0.5448 *
Retossigmoide 35 7 1 15 12
Indeterminada 18 5 0 3 10
Tamanho do Tumor Primario
< 5cm 23 5 1 9 8
1.
>5cm 54 17 2 16 19 0000

Total
77 22 3 25 27

p2

0.6249

0.1945

0.7659*

0.5960

p= Teste exato de Fisher (pl — Jawhari et al.; p2 — Almeida et al.). *Colo direito + colo transverso versus Colo
esquerdo + Retossigméide. IC=95%

A seguir, observa-se a distribuicdo de escores nos quatro tecidos analisados.
Dentre os casos de tumor primario, houve casos com expressao de Caderina-E membranar
(escore 3), citoplasmadtica (escore 1) e mista (escore 2), bem como alguns tumores com
auséncia de expressdo (escore 0).

No entanto, com relacdo as metdstases linfonodais, ndo houve nenhum caso de
expressao de Caderina-E puramente citoplasmadtica (escore 1).

Ja na mucosa normal, a maioria dos casos foi de expressao puramente membranar
(escore 3), porém, com alguns casos de auséncia de expressdo (escore 0), mas ndo houve
expressado citoplasmadtica e/ou mista (escores 1 e 2). Os linfonodos normais nao apresentaram

expressao de caderina-E em nenhum dos casos avaliados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Imunoexpressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal primdrio, em linfonodos
metastaticos, em mucosa normal colonica e em linfonodo normal

Sitio Anatémico Expressao de Caderina-E
e tecidos analisados
0 1 2 3 n
Tumor primdrio 22 3 25 27 77
Linfonodo metastatico 1 0 3 6 10
Mucosa normal 4 0 0 20 24
Linfonodo normal 13 0 0 - 13

0 = Auséncia de expressdo; 1= Expressdo citoplasmadtica pura; 2= Expressdo mista; 3= Expressao
membranar pura JAWHARI, et al., 1997). n= total de casos. IC=95%

4.3 — Expressao de Caderina-E nas células neoplasicas do carcinoma colorretal em
comparacio com o epitélio da mucosa normal.

Foi realizada a comparacao da expressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal
em comparacdo a mucosa normal, utilizando a classificacdo proposta por Jawhari et al., onde
a expressao € classificada em anormal (escores 0, 1 e 2) e normal (escore 3). Pelos dados da
tabela 3 pode-se observar que o tumor primdrio apresentou mais casos de expressao anormal
de Caderina-E em comparagdo com a mucosa normal, com um resultado estatisticamente

significante (p < 0.0001).

Tabela 3— Imunoexpressdao de Caderina-E no carcinoma colorretal € na mucosa normal (Jawhari et al.)

Tecido analisado Expressao de Caderina-E*
Anormal Normal n
0, 1e2) 3) P
Tumor primdrio 50 27 77
p<0.0001
Mucosa normal 4 20 24

*Classificac@o proposta por Jawhari et al. p = Teste exato de Fisher. IC=95%

z

A seguir, o mesmo resultado € visto em forma de gréfico, e ilustra com mais
precisdo esta diferenca. H4 nitido predominio de expressdo anormal de Caderina-E no tumor

primdrio em comparag¢ao com a mucosa normal (50/77 & 4/24; Figura 7).
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Figura 7 - Imunoexpressio de Caderina-E no carcinoma colorretal & na mucosa
coldnica normal
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A expressio anormal de Caderina-E foi mais frequente no tumor primario em
comparagio com a mucosa normal (30777 & 4/24; *p=<0.0001, teste exato de
Fisher)

Foi realizada outra comparagdo entre a expressdo de Caderina-E no tumor
primdrio e na mucosa normal, porém, agora usando os critérios propostos por Almeida et al.,
sendo os casos classificados como expressdo ndo-membranar (escores 0 e 1) e expressao

membranar (escores 2 e 3). Ndo houve diferenca estatisticamente significante (p = 0.1966;
Tabela 4).

Tabela 4 — Imunoexpressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal e na mucosa normal (Almeida et al.)

Tecido analisado Expressao de Caderina-E*
Nao-membranar Membranar n
Oel) (2e3) P
Tumor primdrio 25 52 77
p=0.1966
Mucosa normal 4 20 24

*Critérios propostos por Almeida et al. p = Teste exato de Fisher. IC=95%

Na figura 8, observa-se um caso de carcinoma colorretal bem diferenciado, com
um padrdo de agrupamento predominantemente glandular, mas também apresentando padrdo
de agrupamento em blocos celulares, nos quais se visualiza uma forte marcacdo membranar
de Caderina-E.

Comparar com a figura 9 que mostra um corte histolégico de mucosa coldnica

normal com marcacao membranar pura de Caderina-E nas glandulas (escore 3).
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Figura 8 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células agrupadas de padrido glandular e padrio
“em blocos” de carcinoma colorretal

membranar, 400x

Figura 9 — Imunoexpressio de Caderina-E em mucosa coldnica normal

Mucosa coldnica normal. Glandulas apresentando marcagdo membranar pura de Caderina-E, 400x
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4.4 — Expressao de Caderina-E nas células neoplasicas do carcinoma colorretal em

comparacao com as células neoplasicas das metastases linfonodais

Posteriormente, foi realizada uma andlise da expressao de Caderina-E no
carcinoma colorretal em comparacdo as células neopldsicas presentes nas metdstases
linfonodais, utilizando a classificacdo proposta por Jawhari ef al. Pelos dados da tabela 5
pode-se observar que nao houve diferenga estatisticamente significante entre a expressao de

Caderina-E no tumor primdrio e na metdstase linfonodal (p=0.1694).

Tabela 5 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células neopldsicas de carcinoma colorretal primario
e nas metastases linfonodais (critério de Jawhari et al.)

Tecido analisado Expressao de Caderina-E*
Anormal Normal n
0, 1e2) 3) P
Tumor primdrio 50 27 77
p=0.1694
Linfonodo metastatico 4 6 10

*Classificac@o proposta por Jawhari et al. p = Teste exato de Fisher. IC=95%

A seguir foi estabelecida a mesma comparacdo, porém, agora utilizando os
critérios de Almeida et al. Nao houve diferenca estatisticamente significante (p = 0.2698;

Tabela 6).

Tabela 6 — Imunoexpressio de Caderina-E em células neopldsicas de carcinoma colorretal primdrio
e nas metastases linfonodais (critério de Almeida et al.)

Tecido analisado Expressao de Caderina-E*
Nao-membranar Membranar n
Oel) (2e3) P
Tumor primdrio 25 52 77
p=0.2698
Linfonodo metastatico 1 9 10

*Critérios propostos por Almeida et al. p = Teste exato de Fisher

A figura 10 apresenta a expressdao de Caderina-E nas células neopldsicas de
metastases em linfonodos, com forte marcacdo membranar. A figura 11 ilustra o controle

negativo da reacdo de imunohistoquimica em linfonodo sem metéstase.
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Linfonodo apresentando metdstase de adenocarcinoma colorretal com expressdo membranar de
Caderina-E na metastase, 100x
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4.5 — Expressao de Caderina-E de acordo com o padrao histologico do tumor priméario
(células agrupadas padrao glandular, agrupadas padrao em blocos e células isoladas)

Em seguida, foi analisada a distribuicao de escores nos casos de tumor primadrio,
de acordo com o padrao histologico apresentado. Dentre os casos de tumor primario, 68 casos
se apresentaram como padrdo de células agrupadas, sendo que em 12 casos o tumor
apresentou células agrupadas em blocos e em 56 casos o tumor se apresentou formando
glandulas. Em 9 casos o tumor consistiu em células neopldsicas isoladas, sem um padrdo de
agrupamento (Tabela 7).

Os tumores com padrdo histolégico de células agrupadas, em sua maioria,
apresentaram expressao de Caderina-E, tanto membranar pura (escore 3) como mista (escore
2). Ja nos tumores formados por células isoladas, a maioria ndo apresentou expressdao de
Caderina-E (escore 0), sendo que apenas um caso apresentou expressao citoplasmatica (escore
1), dois casos apresentaram expressao mista (escore 2) e entre os casos de células isoladas ndao
houve expressdo membranar pura (escore 3).

Considera-se importante relatar que, dentre os casos de tumores que se
apresentaram com células neoplasicas isoladas, houve trés casos de tumores com células em

“anel de sinete”, sendo que, nesses casos, ndo houve expressao de Caderina-E (escore 0).

Tabela 7 — Imunoexpressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal de acordo com o padrdo histolégico de
invasividade no tumor primdrio

Carcinoma colorretal Expressao de Caderina-E*
(Tumor Primario)

0 1 2 3 n pl
Células isoladas 6 1 2 - 9
(Pouco diferenciado)
Total 6 1 2 - 9
0.0230*
Células agrupadas
(Bem/Moderadamente 16 2 23 27 68
diferenciado)
Padrio em blocos 4 1 3 4 12
Padrao glandular 12 1 20 23 56
0.7508
Total 16 2 23 27 68

p2

0.0043*

0.2778

0 = Auséncia de expressdo; 1= Expressdo citoplasmatica pura; 2= Expressdo mista; 3= Expressdo membranar
pura. n= total de casos. p= Teste exato de Fisher (pl — Jawhari et al.; p2 — Almeida et al.) *p < 0.05. IC=95%.



44

Foi analisada a expressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal, estabelecendo
uma comparagdo entre os tumores que apresentaram células em padrdo agrupado (padrdao
glandular e padrao em blocos) e os tumores que apresentaram células isoladas, utilizando a
classificac@o proposta por Jawhari et al., onde a expressao € classificada em anormal (escores
0, 1 e 2) e normal (escore 3).

Observou-se que os tumores com células em padrdo agrupado apresentaram maior
expressao normal (membranar) de Caderina-E do que os tumores de células isoladas, que em
sua maioria nao apresentaram expressdo de Caderina-E, sendo que alguns apresentaram
expressao anormal. A diferenca foi estatisticamente significante (p=0.0230; Tabela 7).

Logo abaixo, os dados foram representados em forma de grafico, ilustrando com
mais precisdo esta diferenca. H4 nitido predominio de expressao normal de Caderina-E nos
tumores de células agrupadas em comparagdo com os tumores de células isoladas (27/68 &

0/9; Figura 12)

Figura 12 - Imunoexpressio de Caderina-E no carcinoma colorretal primario
em células agrupadas e em células isoladas (classificacdo de Jawhari o7 al)
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Nos tumores de ceélulas agrupadas houve predominio de expressio normal de
Caderina-E em comparagido com os ftumores de células isoladas (27/68 & 0/9;
*p=0.0230, teste de exato de Fisher)
A seguir, foi novamente estabelecida uma comparacdo entre a expressao de
Caderina-E no tumor primério, células agrupadas versus células isoladas, porém agora usando

os critérios propostos por Almeida et al., sendo os casos classificados como expressdo nao-

membranar (escores 0 e 1) e expressdo membranar (escores 2 e 3).
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Os tumores com padrdo de células agrupadas apresentaram maior expressao
membranar de Caderina-E que os tumores de células isoladas. A diferenca foi estatisticamente
significante (Tabela 7).

Logo abaixo, os dados foram representados em forma de grafico, o que ilustra
com mais precisdo esta diferenca. H4 nitido predominio de expressdo membranar de

Caderina-E nos tumores de células agrupadas em comparagdo com os tumores de células
isoladas (50/68 & 2/9; Figura 13).

Figura 13 - Imunoexpressio de Caderina-F no carcinoma colorrefal primario
em celulas agrupadas € em celulas 1soladas (critério de Almeida ef al)
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MNos tumores de células agrupadas houve um predominio de expressio
membranar deCaderina-E em comparacio com os tumores de células
1soladas (50068 & 2/9; *p=0.0043, teste exato de Fisher)

Adicionalmente, estabeleceu-se uma comparacdo entre a expressdo de Caderina-E
nos tumores de padrdo glandular versus tumores de padrdo em blocos. Foi utilizada a
classificac@o proposta por Jawhari et al., bem como os critérios propostos por Almeida et al e,
em ambas as andlises, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante (Tabela 7).

Na figura 14 observa-se um caso de carcinoma colorretal com predominancia de
células isoladas, as quais ndo apresentaram expressao de Caderina-E.

Ja na figura 15 visualiza-se um caso de carcinoma colorretal onde hd um nitido

contraste, apresentando de um lado células agrupadas com forte marcagdo para Caderina-E e,

de outro, células isoladas sem marcacgdo.
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Figura 14 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células isoladas de carcinoma colorretal

Células isoladas de carcinoma colorretal sem expressdo de Caderina-E e algumas células agrupa-
das com expressdo membranar (quadrante superior direito); 400x

Figura 15 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células agrupadas com padrdo “em blocos” e em
células isoladas de carcinoma colorretal

Células agrupadas em blocos, do lado esquerdo da figura, com forte expressio membranar. No
lado direito, células isoladas sem marcacdo de Caderina-E, 400x
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Na figura 16, observa-se um caso de carcinoma colorretal com marcagao
membranar bastante nitida. Nesta ilustragdo, o agrupamento celular no lado direito da figura,
com as membranas demarcadas pela forte expressdo de Caderina-E, lembra uma imagem em

“favo de mel”.

Figura 16 — Imunoexpressdo membranar de Caderina-E: corte tangencial em carcinoma colorretal
[ v G TN : : 5 T T

Carcinoma colorretal, expressdo membranar de Caderina-E, imagem em “favo de mel”, 400x.

Na figura 17, observa-se um tumor de padrdo glandular, onde as células
neopldsicas que compdem o adenocarcinoma colorretal, apresentam marcacdo membranar
pura (escore 3).

Na figura 18, evidencia-se um caso de carcinoma colorretal com células em “anel

de sinete”, células isoladas, que ndo apresentam nenhuma expressdo de Caderina-E (escore 0).
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Figura 17 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células agrupadas de padrdo glandular de
carcinoma colorretal
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Neoplasm de padrdo glandular, adenocarcmoma colorretal com marcagdo membranar pura de
Caderina-E

Figura 18 — Imunoexpressdo de Caderina-E em células isoladas do tipo “anel de sinete” de
carcinoma colorretal

A v o
Carcinoma colorretal, células isoladas em “anel de sinete”, sem nenhuma expressao de
Caderina-E, 400x
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Na figura 19, pode-se observar outro caso de carcinoma colorretal de padrdo
glandular onde as células apresentaram marcacdo de Caderina-E, tanto membranar quanto

citoplasmadtica (coloragdo mista, escore 2).

Figura 19 — Imunoexpressdo membranar e citoplasmdtica de Caderina-E em células neopldsicas de
carcinoma colorretal

Adenocarcinoma colorretal apresentando expressdo de Caderina-E na membrana e no citoplasma
das células neopldasicas, 400x
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, utilizando-se a classificacdo proposta por Jawhari et al. (1997),
observou-se que 72% dos casos de tumores primdrios apresentaram expressao de Caderina-E.
No entanto, essa expressdao se deu predominantemente em um padrdo aberrante. Houve uma
maior expressdo anormal de Caderina-E no carcinoma colorretal em comparacdo com a
mucosa coldnica normal e essa associacdo foi estatisticamente significante (p<0.0001; Tabela
3 e figura 7).

Esse resultado estd de acordo com os estudos de El-Bahrawy et al. (2001), El-
Bahrawy et al. (2002) e Khoursheed et al. (2003). Em todos esses trabalhos foi reportada uma
expressdao aumentada de Caderina-E no tumor primdrio, no entanto, essa expressao foi
predominantemente anormal (citoplasmatica ou citoplasmadtica € membranar).

No entanto, ao estabelecer a comparagdo entre expressdao de Caderina-E no tumor
primdrio e na mucosa normal utilizando-se os critérios propostos por Almeida et al. (2010),
nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre expressio membranar e
expressdo ndo-membranar de Caderina-E (p=0.1966; Tabela 4). Faz-se mister observar que
esta ultima abordagem agrupa como expressdo membranar os escores 2 € 3, ou seja, tanto os
casos de expressdo mista (membranar e citoplasmatica) como os de expressao puramente
membranar.

A auséncia de diferenca estatisticamente significante quando se utilizam os
critérios de Almeida et al. retrata um achado interessante dessa pesquisa, qual seja, que 67%
dos tumores primdrios apresentaram expressdo membranar de Caderina-E, seja pura ou mista,
sugerindo que ndao hd uma perda total de expressdo membranar no carcinoma colorretal
primdrio, mas sim uma redistribui¢do citoplasmatica, levando a um padrao de expressao
anormal de Caderina-E em comparagdo com a mucosa normal.

Outro estudo bastante interessante, realizado por Elzagheid et al., mostrou
expressao predominantemente membranar de Caderina-E no epitélio colonico normal, porém,
nos casos de carcinoma colorretal primdrio, houve expressdo predominantemente mista
(membranar e citoplasmatica), de acordo, portanto, com os resultados desta pesquisa.
Adicionalmente, os autores reportam uma taxa de sobrevida livre de doenca menor em
associacdo com a expressdo citoplasmdtica de Caderina-E nos tumores primarios
(ELZAGHEID et al., 2006).

No entanto, ha um estudo recente com resultado controverso. Bezdekova et al.

(2012), analisando a expressdo de Caderina-E em carcinomas colorretais, encontraram forte
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expressdo de Caderina-E em todos os casos de carcinoma colorretal e reportaram que a
expressdo encontrada foi puramente membranar, ndo havendo casos de expressdo anormal
(localizacao citoplasmética ou mista).

Outros estudos, com resultados também controversos, demonstraram uma
associacdo entre a diminuicdo da expressio de Caderina-E e a progressdo tumoral no
carcinoma colorretal (KHOURSHEED, 2003; SHIONO et al., 2006; FANG et al., 2010;
ELZAGHEID et al., 2012). Uma abordagem muito interessante foi a realizada por Masur et
al. que desenvolveram um estudo com seis linhagens celulares de carcinoma colorretal e
encontraram uma associagdo entre baixa expressao de Caderina-E e um aumento na atividade
migratoria dessas células (MASUR, et al, 2001).

Os resultados aqui apresentados, comparando a expressao de Caderina-E no
carcinoma colorretal primario e na mucosa coldnica normal, sugerem que a alteragdo da
expressao de Caderina-E no tumor primario é mais qualitativa do que propriamente
quantitativa, pois os tumores continuam a expressar Caderina-E, porém, de maneira aberrante.

Ainda, os tumores primdrios, em sua maioria, apresentaram expressao membranar
de Caderina-E, tanto na forma pura, como na forma mista, o que sugere que a Caderina-E ¢é
uma molécula de adesdo essencial também para manter coesas as células do tumor primério e
que a perda de expressdo de Caderina-E na membrana € um evento dindmico, que ocorre no
exato momento da transi¢do epitelial-mesenquimal, em que algumas células neoplésicas se
destacam do tumor primério e perdem o fendtipo epitelial.

Estabeleceu-se também uma comparagdo entra a expressao de Caderina-E no
tumor primario do carcinoma colorretal € na metéastase linfonodal. Utilizando-se a
classificagdo proposta por Jawhari et al. (1997) ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante (p=0.1694; tabela 5). De forma semelhante, utilizando-se os critérios propostos
por Almeida et al. (2010), também nao houve diferenca estatisticamente significante
(p=0.2698; tabela 6). Portanto, ndo houve diferencas entre o padrdo de expressdao de Caderina-
E no tumor primdrio e na metéstase linfonodal.

H4 poucos trabalhos na literatura que tenham realizado essa comparagdo entre
expressdo de Caderina-E nos tumores primérios e nas metdastases linfonodais de carcinoma
colorretal. Ikeguchi ef al. (2001), ndo encontraram diferenca estatisticamente significante
entre a expressdo de Caderina-E no carcinoma colorretal primdrio € nas metastases
linfonodais e nem entre o tumor primario e as metastases hepdaticas. Curiosamente, os autores

desse estudo relataram ainda que encontraram uma expressdo aumentada de Caderina-E em
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43% das metdstases linfonodais e em 46% das metastases hepaticas, em comparacdo com a
expressao no tumor primario.

Em 1995, Gagliardi et al. compararam a expressdo de Caderina-E em tumores
colorretais primdrios e nas metdstases hepdticas e encontraram expressio membranar de
Caderina-E em mais de 50% das metdstases. Os autores sugeriram que a perda de expressao
de Caderina-E na membrana é um processo transitério, por meio do qual as células se
destacam do tumor primdrio, mas que a reexpressdo de Caderina-E na membrana seria
necessdria para a formacao da metastase (GAGLIARDI et al., 1995).

Outro estudo, analisando a expressdo de Caderina-E em metéstases hepaticas
mostrou uma expressao bastante aumentada de Caderina-E nas metdstases em comparagdao
com o tecido hepdtico normal, com mais de 85% dos casos de metdstases apresentando
superexpressdo de Caderina-E. Os autores sugerem que as células neopldsicas, ao chegarem
ao sitio metastético, voltam a expressar a Caderina-E, readquirindo o fenétipo epitelial, e se
agrupam para formar a metastase. (TRUANT et al., 2008).

Um estudo interessante foi realizado por Kanazawa et al. (2002), cujos resultados
mostraram que as metdstases linfonodais de carcinoma colorretal apresentaram expressao de
Caderina-E similar a expressdo dos tumores primarios € que, mesmo nos casos de tumores
primérios que apresentaram expressdo reduzida de Caderina-E, as metastases linfonodais
apresentaram uma expressdao normal ou aumentada. Os autores sugerem que a Caderina-E
participe na adesao celular com consequente formagao de émbolos de células neoplésicas no
tecido linfonodal e que estes Embolos sejam precursores das metéstases nesses linfonodos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Batistatou et al. (2006) que
mostraram que 82% das metdstases linfonodais de carcinoma colorretal apresentaram
expressdo de Caderina-E semelhante a do tumor primdrio. De acordo com esses resultados, os
autores sugerem que a reexpressdo de Caderina-E nos linfonodos metastaticos pode ser um
mecanismo essencial para a proliferacdo das células neopldsicas no sitio metastitico e que
essa reexpressdo de Caderina-E seria uma adaptagdo vantajosa, em termos de sobrevida, para
as células tumorais.

Os estudos retromencionados mostraram resultados que estdo de acordo com os
resultados encontrados nesta pesquisa. No entanto, hd um estudo com resultado controverso.
Dorudi et al. (1993) encontraram auséncia de expressao de Caderina-E em 62% dos casos de
metastases linfonodais e em 87% dos casos de metastases hepaticas analisadas. Mesmo assim,

0s autores citam que, curiosamente, em nove casos de tumores primdrios que nao
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apresentaram expressdo de Caderina-E, as metastases linfonodais desses tumores
apresentaram forte padrdo de coloracdo para esta caderina.

A reexpressao de Caderina-E nas metdstases tem sido encontrada também em
outros tipos de neoplasias malignas. Mayer et al. (1993) mostraram que, em lesdes
metastdticas de carcinoma gastrico, a expressdo de Caderina-E foi até mais forte do que nos
tumores primdrios. Bongiorno et al. (1995) encontraram forte expressdo de Caderina-E em
metastases linfonodais, tanto em neoplasias de pulmd@o como em canceres esofdgicos.
Bukholm et al. (2000) ndo encontraram diferenca estatisticamente significante entre expressao
de Caderina-E no tumor primério e na metéstase de carcinoma ductal invasivo da mama.

Nesta pesquisa, na maioria dos casos de linfonodos metastdticos, observou-se a
presenca de metdstases linfonodais com padrao glandular e forte expressdao de Caderina-E nas
membranas das células neopldsicas (Figura 10). De fato, os resultados deste estudo sao
compativeis com a maioria dos resultados encontrados na literatura e sugerem que as células
neoplésicas ao chegarem aos linfonodos, readquirem o fendtipo epitelial reexpressando a
Caderina-E, no processo conhecido como Transicao Mesenquimal-Epitelial. Essa reexpressao
de Caderina-E parece ter um papel-chave para que as células neoplésicas possam se reagrupar
dando origem aos implantes metastaticos.

Posteriormente, neste estudo, foi realizada uma comparacdo da expressdao de
Caderina-E em tumores de carcinoma colorretal de células agrupadas e tumores de células
isoladas. Utilizando-se a classificacdo proposta por Jawhari et al. (1997), foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significante de expressao (p=0.0230), sendo que os tumores de
células isoladas apresentaram, em sua maioria, auséncia de expressdo de Caderina-E,
diferentemente dos tumores de células agrupadas, que apresentaram expressao membranar de
Caderina-E na grande maioria dos casos (Tabela 7 e figura 12).

Ao utilizar os critérios de Almeida et al. (2010), observou-se também um
diferenca estatisticamente significante (p=0.0043), sendo que os tumores de células isoladas,
em sua maioria, ndo apresentaram expressdo de Caderina-E na membrana das células
neoplésicas, diferentemente dos tumores de células agrupadas que, em sua maioria,
apresentaram expressao membranar de Caderina-E (Tabela 7 e figura 13).

Portanto, nos casos de tumores com células agrupadas em padrdo glandular e em
padrdao de blocos, que sd@o tumores mais bem diferenciados, houve uma maior expressao de
Caderina-E do que em tumores de células isoladas, pouco diferenciados. Observaram-se

inclusive trés casos de carcinoma colorretal com células em “anel de sinete”, que sdo tumores
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bastante indiferenciados e agressivos, € que ndo apresentaram nenhuma expressio de
Caderina-E (Figura 18).

De fato, Pignatelli et al. (1992), em um estudo com linhagem de células de
carcinoma colorretal, chegaram a conclusdo de que a expressdo de Caderina-E é necessaria
para manter o padrao glandular dos carcinomas colorretais bem diferenciados e que a perda da
expressdo desta caderina estd associada com tumores mais indiferenciados € com uma maior
capacidade de metastatizacdo. Conforme também ja mencionado, Masur et al.(2001)
mostraram experimentalmente que células de carcinoma colorretal que apresentaram baixa
expressdo de Caderina-E eram dotadas de uma maior capacidade migratdria.

Em outro estudo, Khoursheed er al. (2003) observaram que a porcentagem de
expressdo de Caderina-E em carcinomas colorretais bem diferenciados foi maior do que em
tumores moderadamente diferenciados. Recentemente, em um estudo bastante sofisticado,
Chen et al. (2012), trabalhando com linhagens celulares de carcinoma colorretal, através do
uso de técnicas de engenharia genética, suprimiram a expressdo de Caderina-E nestas células,
e verificaram que houve um aumento do potencial replicativo destas células bem como o
aparecimento de uma resisténcia a inibidores de crescimento e um aumento da capacidade de
invasdo tecidual.

O resultado desta pesquisa estd de acordo com as informagdes encontradas na
literatura. Os carcinomas colorretais menos diferenciados (padrdo de células isoladas)
apresentaram baixa expressdo de Caderina-E em compara¢do com os carcinomas colorretais
bem diferenciados (padrao glandular e/ou em blocos), reforcando a tese de que a perda de
expressao da Caderina-E estd associada a tumores menos diferenciados.

Em uma recente revisdo da literatura, Banghu et al. (2012) relataram a
importancia da Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal para a progressdao tumoral, mostrando que o
tumor primdrio mantém suas células coesas por meio de expressio de Caderina-E na
membrana e que, no pdlo invasor do tumor primdrio, as células tumorais perdem a expressao
de Caderina-E e se destacam do tumor primdrio, com consequente ganho do fendtipo
mesenquimal e aumento da capacidade migratoria.

Neste estudo, alguns tumores que apresentaram predominantemente células em
padrdao agrupado, seja em blocos ou em glandulas, apresentaram também algumas células
isoladas, sendo que os blocos de células agrupadas apresentaram uma forte expressdo de
Caderina-E e as células isoladas se apresentaram sem nenhuma expressdo desta caderina,

mostrando a importancia da Caderina-E como molécula de adesao intercelular. (Figura 15).
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A presenca, no mesmo caso, de células tumorais agrupadas com expressao
membranar de Caderina-E e células isoladas sem expressdao de Caderina-E sugere que estas
células isoladas tenham se destacado do tumor primdrio apés a perda de expressdao das
moléculas de adesdo intercelular, compativel com as evidéncias atuais sobre os mecanismos
da Transi¢do Epitelial-Mesenquimal.

Utilizando-se tanto a classificacdo proposta por Jawhari et al. (1997) como os
critérios de Almeida et al. (2010), ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante
de expressdo de Caderina-E entre tumores de padriao glandular e tumores de padrdao em blocos
(Tabela 7).

O resultado era esperado e pode ser justificado pelo fato de que em ambos os
casos (padrao glandular e padrao em blocos), as células estdo coesas e expressam a Caderina-

E, necessdria para manter a adesdo entre as células.
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Nao houve correlacdo entre a expressdo de Caderina-E no carcinoma
colorretal primério e as varidveis clinico-patolégicas estudadas (sexo,

idade, localiza¢do anatdomica e tamanho do tumor).

A maior expressdo anormal de Caderina-E, com freqiiente coloracao
membranar associada a citoplasmatica no carcinoma colorretal primario
em comparacdo com a mucosa colonica normal, indica que a alteracao

desta molécula de ades@o no cancer € mais qualitativa do que quantitativa.

A expressao membranar de Caderina-E, pura ou associada a expressao
citoplasmatica, que foi predominante no carcinoma colorretal primario e
na metdstase linfonodal, sem diferenca significante entre os dois sitios,
sugere que a persisténcia desta molécula de adesao € essencial na invasao

local e progressao tumoral deste tipo de cancer.

A expressdo membranar de Caderina-E revelou-se caracteristica peculiar
dos carcinomas colorretais bem ou moderadamente diferenciados, com
padrdo de invasdao em células agrupadas, enquanto a auséncia deste tipo de
expressdo associou-se aos tumores pouco diferenciados, de células

1soladas.
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