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1 INTRODUCAO

A E-caderina é uma proteina, expressa especialmente por queratindcitos, que
pertence a familia das caderinas conhecida pelo importante papel na regulacdo da adesdo
intercelular em tecidos epiteliais (BAGUTTI et al.,1998). Essa molécula de adesdo estd
localizada na superficie lateral das células epiteliais em uma regido de contato célula-célula
conhecido como a jun¢do aderente ou desmossomica (GUILFORD et al., 1999). Sua funcio
de adesdo juncional depende do célcio e da associacdo com outras proteinas citoplasmaticas
como as cateninas. Além de seu papel na manutencdo da integridade dos tecidos, essas
moléculas de adesdo celular regulam o crescimento e diferenciagdo do tecido epitelial
(BAGUTTI et al., 1998). No epitelio oral normal a E-caderina estd expressa nas regides
inferiores da camada espinhosa e nas células da camada basal (DOWNER et al., 1993;
BANKFALVI et al., 2002). A regulagio da adesdo intercelular mediada pela E-caderina tem
sido associada com diferenciagdo de tumor, invasdo, metdstase e progndstico em humanos
(ZHONG et al., 2007; KAWANO et al., 2004)

Em vista das fungdes estruturais e de adesdo das integrinas e caderinas em epitélio
normal escamoso estratificado, tem havido um interesse considerdvel em estudar melhor a
expressao dessas moléculas, bem como sua alteracdo em lesdes potencialmente malignas e em
carcinomas de células escamosas ou espinocelulares (CEC) (BAGUTTI et al., 1998).

As lesdes potencialmente malignas s@o constituidas por epitélio de revestimento
benigno que podem estar morfologicamente e funcionalmente alterados, cujo risco de
transformagdo maligna € maior quando comparado a um tecido clinicamente saudavel
(NEVILLE et al., 2004). A leucoplasia (LE) € uma das principais lesdes potencialmente
maligna de boca, a qual é definida como uma “placa” branca que ndo pode ser caracterizada
clinicamente ou microscopicamente como nenhuma outra entidade patologica (OMS, 2005;
VAN DER WAAL, 2009). O risco de transformag@o maligna varia de acordo com o grau de
displasia (CRUZ et al.,2002). A displasia epitelial é caracterizada pela alteracdo da arquitetura
da célula acompanhada por atipias citoldgicas, podendo ser graduada em leve, moderada e
severa (VAN DER WAAL et al .,2009). Alguns casos de LE regridem ou permanecem
quiescentes, porém podem progredir e preceder alteracdes morfologicas de um CEC
(CALDEIRA et al., 2011; NAPIER et al., 2008).

O carcinoma de células escamosas, também denominado de carcinoma
espinocelular (CEC) ou  carcinoma  epiderméide, ¢é a  mais comum
neoplasias malignas na cavidade oral, normalmente apresentam uma populacdo celular

heterogénea de alto indice de invasdo local e altamente metastatico (WANG et al., 2009). Em



muitos carcinomas a progressao da metistase ¢ acompanhada pela perda da expressdo da E-
caderina (NITA-LAZAR et al., 2009; KUDO et al., 2004). Por exemplo, a adesdo célula-
receptor E-caderina é muitas vezes perdida durante estigios avangados de progressdo do
cancer epitelial (BIRCHMEIER & BEHRENS et al., 1994) e este é considerado um passo
importante na invasio e metdstase das células epiteliais tumorais (CAVALLARO &
CRISTOFORI, 2004). Por isso o papel destas proteinas na invasdo e metastase neopldsica tem
atraido grande interesse devido a sua promessa como um possivel marcador de progndstico
(LOPES et al., 2009). A reduzida ades@o intercelular tem sido implicada na perda da
diferenciacdo epitelial, acompanhado por maior mobilidade e capacidade de invasdo das
células epiteliais em diversos carcinomas humanos (BANKFALVI et al., 2002). A expressdo
da E-caderina tem grande importincia para contribuir no diagndstico e avaliacdo do
prognéstico dessas lesdes e também para uma melhor compreensdo do comportamento
biolégico das mesmas.

Ha relativamente poucos estudos que tenham avaliado o uso potencial da E-
caderina como marcador de metéstase nodais em CECs exclusivamente da cavidade bucal
(WILLIAMS et al., 1998; CHOW et al., 2001; BANKFALVI et al.,2002; OKAMOTO et al.,
2002; TANAKA et al., 2003; FREITAS
etal.,2006). Além disso, as investigacdes sobre este assunto apresentaram resultados
conflitantes (MAHOMED et al., 2007) e, a maioria dos estudos existentes priorizam apenas
a perda ou reducdo da expressdo da E-caderina sem preocuparem com o motivo de sua perda,
o porque da invasdo metastatica ou a causa da alteracdo da funcdo da E-caderina.

Tendo em vista o importante papel da E—caderina como marcador biolégico de
progndstico e a existéncia de poucos estudos que avaliam sua expressio em lesdes
potencialemtne malignas da boca, a avaliacdo da expressdo dessa molécula de adesdo nestas
lesdes pode contribuir para o melhor entendimento da patogénese e poderd representar um

importante indicador de progndstico.

2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar comparativamente a expressdo da E-
caderina em lesdes potencilamente malignas de boca e sua relacdo com o grau de displasia

epitelial.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras Selecionadas

As amostras deste estudo retrospectivo consistiu de 31 amostras de lesdes
potencialmente malignas da cavidade oral com diagndstico clinico de leucoplasia (LE),
12 amostras de carinoma espinocelular (CEC) com metastase para linfonodo cervical e 9
amostras de mucosa de cavidade oral clinicamente sauddvel e com discreto infiltrado
inflamatério (Controle) proveniéntes do Laboratério de Patologia Bucal do Centro Goiano de
Doencas da Buca do Estado de Goids da FO/UFG. Os dados clinicos (gé€nero, idade, grupo
étnico, tabagismo, etilismo, localizagdo, tamanho do tumor primpdrio, informacdes de
acompanhamento como sobrevida) foram obtidos a partir dos prontudrios. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Institucional em seres humanos,

protocolado sob o nimero do processo 015/2010.

3.2 Técnicas Utilizadas
3.2.1 Técnica de Rotina (Hematoxilina e Eosina)

Todos os espécimes foram fixados em formol tamponado 10% (pH
7,4) e incluido em parafina, foram seccionado em micrétomo ( Leica RM2165) obtendo-se de
cada bloco cortes consecutivos de Spum, que foram colocado sobre laminas histoldgicas e
corados pelo método de Hematoxilina e Eosina (H&E).

Para a classificacdo microscépica das LE utilizou-se o Sistema Bindrio proposto
por KUJAN et al.,, 2006 que classifica as lesdes em baixo e alto risco considerando os
critérios morfoldgicos utilizados pela OMS. Os critérios estruturais considerados foram:
estratificacdo epitelial irregular, perda da polaridade das células basais, cristas epiteliais
bulbosas, aumento de figuras mitéticas, mitoses atipicas, ceratinizagdo prematura de células
individuais e pérolas de ceratina. Os criterios citoldgicos considerados foram: alteracdo no
tamanho e forma do ndcleo, alteracdo no tamanho e forma das células, aumento da proporcao
ndcleo-citoplasma, aumento no tamanho do nicleo, figuras mitdticas atipicas,
hipercromatismo, aumento do nimero e tamanho do nucleolos. De acordo com o Sistema

Bindrio as lesdes de baixo risco foram as que apresentaram menos que 4 mudancgas estruturais



e menos que 5 citoldgicas e, as lesdes de alto risco apresentaram mais de 4 mudancas
estruturais e 5 citolégicas (KUJAN et al., 2006). A classificagdo para o CEC oral foi de
acordo com a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS).

3.2.2 Técnica da Imunoistoquimica

A partir dos casos selecionados, emblocados em parafina, foram obtidos cortes
seriados com aproximadamente 3um de espessura, em microtomo (Leica), montados em
laminas silanizadas e submetidos a técnica da imunoistoquimica para identificacdo da
proteina E-caderina. Foi utilizado o método do polimero (Starr Trek Universal HRP Detection
System- Biocare Medical). Inicialmente os cortes sobre as 1aminas foram desparafinizados em
xilol e hidratados em banhos crescentes de dlcool etilico. Em seguida, as ladminas foram
incubadas em Tampdo Citrato (pH=6.0), aquecido & uma temperatura de 95°C, com auxilio
de Banho Maria Digital (DeLeo), por 20 minutos, para exposi¢do antigénica. Apds lavagem
com TBS, as laminas foram mergulhadas em peréxido de hidrogénio a 3%, por
aproximadamente 30 minutos. Posteriormente as ldminas foram lavadas com TBS e, em
seguida, incubadas com solu¢do para bloqueio das proteinas enddgenas por 15 minutos.
Depois, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal de camundongo
anti-ecaderina humano (SPM471, Spring Bioscience) a uma dilui¢ao de 1:200, durante 18
horas a 4°C. Passado o tempo, lavagens consecutivas foram realizadas e, posteriormente, as
laminas foram incubadas com o Sistema Trek Universal Link por 20 minutos. Novamente as
laminas foram lavadas com TBS e incubadas com o Sistema Trek Avidin-HRP (Label) por 20
minutos. Em seguida, procedeu-se a revelagdo da reacdo utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina
(DAB) em uma solucdo cromogénica por 3 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi
interrompida com &4gua destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina por 30
segundos & temperatura ambiente. Apds serem lavadas com dgua corrente por 10 minutos as
laminas foram desidratadas com alcodis, passadas em xilol e montadas com solucio de resina

ndo aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck).

3.3 Analise Qualitativa e Quantitativa dos Dados

A andlise foi realizada por um examinador, o padrdo de imunomarcagdo da
molécula de adesdo E-caderina foi descrito como expressdo normal quando observado

coloracdo marrom delimitando toda a membrana celular citoplasmética dos queratindcitos



desde a camada basal até a camada espinhosa e foi considerado coloragdo anormal quando
essa coloracdo estava ausente ou descontinua. As camadas analizadas foram a basal,
parabasal, espinhosa e paraqueratinizada. O score foi determinado com base na propor¢do de
celulas coradas em uma escala de negativo a forte como se segue: negativo = 0% de células
marcadas com score 0, fraco = 1 - 50% de células marcadas com score 1, moderado = 51 -
75% de células marcadas com score 2 e forte = mais de 76% de células marcadas com score

3.

3.4 Analise Estatistica dos Dados

Estudo inferencial de comparagdo entre os grupos foram realizados utilizando o
teste estatistico ndo-paraméntrico One Way ANOVA. O nivel de significancia estatistica foi
aceito quando P < 0,001. O teste utilizado para correlacionar os grupos de varidveis ordinais,
foi a correlagdo de Spearman. Os testes estatisticos foram aplicados utilizando-se o programa

SPSS 17.0 for Windows.

4 RESULTADOS

A amostra dos 52 pacientes estudados (31 LE, 12 CEC e 9 amostras controles)
apresentou o predominio do género masculino ( 80%) nos pacientes com CEC, enquanto o
género feminino predominou nos casos de LE (53%) e Controle ( 80%). A média de idade dos
pacientes foram 50,9 anos (IC:31 -79), 56,4 (IC: 42 — 80) e 20,6 (IC: 17 — 27) para os
pacientes com LE, CEC e Controle respectivamente. O grupo étnico predominante foi
leucoderma e melanoderma para todos os casos. Todas as lesdes foram associadas com
exposicao ao tabaco ou ao consumo de 4lcool; nos pacientes com LE apenas 19% nao usavam
tabaco mas eram etilistas e 22% consumiam 4lcool em associa¢do com o fumo. J4 no CEC
todos os pacientes estavam expostos ao tabaco e destes 66% consumiam alcool. A localizacdo
da lesdo também foi avaliada. A principal localizagdo das LE foram mucosa jugal, dorso e
borda lateral de lingua e o CEC predominou borda lateral da lingua e soalho, correspondendo
84% dos casos. O estadiamento do CEC foi T2 e T3 e todos os casos apresentaram metastase
linfonodal confirmada microscopicamente.

Apés a avaliacdo microscépica das amostras de LE utilizando o Sistema Binario,
as lesdes foram classificadas em baixo e alto risco de malignidade. Dessa maneira, um total

de 23 casos foram classificados como baixo risco e correspondiam aos casos de LE sem



displasia ou com displasia epitelial leve e, 8 casos foram classificados como alto risco e
correspondiam aos casos de LEs com displasia epitelial moderada e severa. Todos os casos de
CEC eram moderadamente ou pobremente diferenciados (Grau II ou III/OMS).

A andlise qualitativa dos espécimes imunomarcados revelou que a mucosa oral
normal (controle) ndo apresentou marcagdo na camada basal, houve forte marcacdo na
camada parabasal e nos 2 /3 inferiores da camada espinhosa, porém na camada superior
espinhosa a marcacdo foi fraca e em alguns casos ausente. Nao houve marcac¢do na camada
paraqueratinizada e nem no citoplasma. A andlise quantitativa revelou que o score referente a

proporcao de células marcadas nas amostras controles foi igual a 3 (Fig. 1).

Figura 1. Fotomicroscopia ilustrando forte expressio da E-
caderina na mucosa oral clinicamente saudavel (controle) nas

camadas parabasais e baixa camada espinhosa. Auséncia de
marcagdo nas camadas basais e paraqueratinizada (Score 3).
Imunoistoquimica, aumento original de 10x.

(el

No grupo de LEs de baixo risco (n=23) foi evidenciada uma leve perda de expressio
da molécula de adesdo; sendo estabelecido o score 3 (similar aquela estabelecida no grupo
controle). No grupo de LEs de alto risco (n=8) foi observado uma perda mais evidente da E-
caderina; sendo estabelecido o score 1 e 2 (Fig.2). No grupo de CEC (n=12) foi observada
uma redugdo significativa na expressdo da E-caderina na membrana citoplasmatica das células
neopldsicas, bem como se evidenciou coloragdo citoplasmadtica (Fig. 3). Ressalta-se que forte
pigmentagdo das pérolas corneas foi constatada e ndo considerada como marcagdo positiva. A

pontuagdo positiva da E-caderina para todos os grupos consta na tabela 1.

sopm

Figura 2. Fotomicroscopia demonstrando
Leucoplasia classificada como de alto risco de
malignidade (score 2) com perda da expressdo
da e-caderina principalmente na camada
espinhosa. Imunoistoquimica, aumento
original 10x.

Figura 3. Fotomicroscopia ilustrando carcinoma
espinocelular com presenca de ilhas tumorais com
redugdo da expressio da molécula E-caderina na
membrana, mas com marcagdo citoplasmdtica e
pigmentacdo das pérolas cérneas (Score 1).
Imunoistoquimica, aumento original 10x.




Tabela 1 — Expressdo da E-caderina nos grupos de leucoplasia de baixo e alto risco, de carcinoma espinocelular

metastatico e de mucosa oral clinicamente saudavel (controle)

GRUPOS EXPERIMENTAIS Numero de amostras Score da E-Caderina
(Sistema Binario KUJAN et al., 2006 )
0o 1 2 3
Controle 9 0 0 0 9
Baixo Risco 23 0 0 12 11
Alto Risco 8 0o 1 7 0
CEC primario com metastase 12 4 8 0 O

A andlise estatitica demonstrou que houve diferengas significativas nos niveis de

expressdo da E-caderina entre os estudados (P<0,001). Nossos resultados

grupos
demonstraram, ainda, significativa correlagdo entre o aumento da displasia epitelial das LE e a
diminui¢do da porcentagem de queratindcitos imunomarcados para E-caderina (Teste de

Correlagdo de Spearman , r =-0,71 e P=0,000) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribui¢do dos diferentes grupos estudados em relagdo ao niimero de

amostras, média, desvio padrdo e intervalo de confianca.

GRUPO Numero Média Desvio | Intervalo de Confiangca 95% Significancia Coeficiente
Amostras Padrio Limite Inferior Limite Superior (p) de

One Way Anova correlagdo

Spearman

Controle 9 3,00 ,000 3,00 3,00 ,000 r=-0,71
Baixo Risco 23 2,43 ,662 2,15 2,72
Alto Risco 8 1,75 ,463 1,36 2,14
CEC 12 1,42 ,793 ,91 1,92
Total 52 2,19 ,817 1,96 2,42

5 DISCUSSAO

A reducdo da expressdo de moléculas de adesdo intercelular, em especial da E-
caderina, tem refletido na perda da diferenciacdo epitelial e na maior mobilidade e capacidade
de invasdo dessas células em diversos carcinomas humanos (BANKFALVI et al., 2002,
SHAH et al., 2009, TANAKA et al., 2003). Corroborando com esses dados, nossos resultados
demonstraram uma perda ou descontinuidade da molécula de adesao E-caderina na membrana
citoplasmaética nos grupos de CEC e LEs com alto risco de malignidade quando estes foram
comparados com os grupos de LLEs com baixo risco de malignidade e de mucosa oral
clinicamente saudavel. Além disso, demonstramos uma correlacdo entre a perda da expressao
da E-caderina e o aumento do grau de displasia epitelial das LEs.

Neste estudo consideramos a mucosa bucal clinicamente sauddvel como controle
positivo e, de fato, forte expressdo de E-caderina especialmente nas camadas parabasal e

espinhosa foi evidenciada. Esses dados estdo de acordo com a literatura cientifica que



demonstraram padrdes semelhantes de imunomarcagdo desta proteina em amostras de epitélio
normal (YAMADA et al., 1997; BANKFALVI et al., 2002; GARCIA et al., 2005). Essas
evidéncias sugerem o importante papel da E-caderina na histofisiologia e manuten¢do da
estrrutura de um tecido epitelial sem alteragcdes (GARCIA et al., 2005).

A expressdo da E-caderina no grupo de LEs classificadas como de baixo risco
(LEs sem displasia e displasia epitelial leve) foi similar aquela das amostras controles. Esse
resultado estd de acordo com o estudo de Williams et al. (1998) que também evidenciou muita
semelhanca na expressio da E-caderina entre lesdes com displasia leve e epitélio clinicamente
saudavel. Todavia, nos grupo de LEs classificadas como de alto risco de malignidade (LEs
com displasia moderada e severa) e de CEC uma reducio significativa na expressdo da E-
caderina quando estes foram comparados aos grupos controle e LEs de baixo risco foi
confirmada. Adicionalmente, uma significativa correlacdo entre a perda da expressdo de E-
caderina pelos queratindcitos e o aumento das alteracdes estruturais e citoldogicas foram
constatadas. Assim, esses resultados, tomados em conjunto, indicam que a medida que as
alteragdes morfofuncionais epiteliais aumentam ocorre uma redug@o ou perda da molécula de
adesdo E-caderina, sugerindo, assim, que essa proteina pode representar um importante
marcador bioldgico da carcinogénese e progndstico do CEC de boca. Resultados semelhantes
foram também publicados ou ressaltados por outros pesquisadores (WILLIANS et al. 1998;
GARCIA et al., 2005; BIRCHMEIER et al., 1993; PONTA et al.,1995; NGUYEN et al.,
2011; KAUR et al., 2009; PYO et al., 2007). TAKES et al., 2002 e GARCIA et al., 2007
sugerem que a perda da expressdo da E-caderina esta relacionada com o aumento na invasio
e metastase em CEC de boca e ressaltam que a expressio dessa molécula reduz
consideravelmente em células tumorais metastaticas presentes em linfonodos cervicais.

Embora a perda da expressdo da E-caderina no CEC é uma alteragdo comum e
tem sido associada a invaso, metastase e pior prognéstico, a perda dessa molécula ndo parece
ser o unico determinante desse processo (ANDREWS et al., 1997). Neste contexto, ndo
podemos deixar de considerar que outros fatores clinico-microscopicos tais como tamanho do
tumor, presenca de metdstase e grau de diferenciagdo sdo importantes indicadores de
prognéstico (HIBBERT et al.,1993; JONES et al., 1993).

No presente estudo observamos que, em uma alta porcentagem das amostras de
CEC de boca, a perda da expressdo da E-caderina em membrana foi associada a expressao
citoplasmética dessa proteina pelas células neopldsicas. Embora outros autores também
demonstraram resultados semelhantes, a intensidade e frequéncia dessa expressdo

citoplasmadtica de E-caderina pelas células neoplésicas é conflitante (WILLIAMS et al. 1998;



AGUIAR JUNIOR et al. 2007) e merece mais investigagdes. GAGLIARDI et al. em 1995
sugere que a molécula de adesdo tem que estar presente na superficie da célula para mediar a
adesdo célula-célula e especula que a presenca de E-caderina no citoplasma ndo é funcional

(GAGLIARDI et al, 1995).

6. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a medida que as alteracdes displasicas epiteliais ou
o fator de risco a malignizacdo aumentam ocorre uma reducdo ou perda da E-caderina pelos
queratindcitos; sugerindo, assim, que essa proteina pode representar, provavelmente em
associacdo com outros fatores de prognédstico clinico-microscépico, um importante marcador
biolégico da carcinogénese e prognéstico das lesdes potencialmente malignas de boca.
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