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RESUMO

Carvalho AM. Estudo das proteinas componentes da juncdo compacta
na evolugcdo do carcinoma epidermdéide do labio. Sao Paulo; 2012.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Queilite actinica é uma doenca que afeta geralmente o labio inferior e é
causada por exposi¢cao excessiva a radiagdo solar. Esta doenga abriga no
epitélio do labio, alteragdes histologicas que sdo consideradas atualmente
como a fase inicial, incipiente do carcinoma epidermdide. As juncdes
compactas sédo importantes no processo de transporte paracelular, servindo
de barreira a passagens de ions, agua e macromoléculas, mantendo a
polaridade celular. Uma das principais moléculas destas jungbes compactas
sdo as claudinas que sao essenciais na formagao das jungdes compactas.
Durante o processo de tumorigénese as moléculas destas jungdes podem
sofrer alteracbes em sua expressao e distribuicdo no tecido, tornando-se
assim, importantes moléculas na compreensao do processo de invasao
tumoral. Para avaliar a expressao das claudinas em casos de queilite
actinica e carcinoma epiderméide de labio foi utilizada a técnica de
imunoistoquimica em 100 casos. O padrdo de expressao foi avaliado de
forma qualitativa em cada caso. O padrdo de marcagao encontrado para
claudina-1, -3, -5 e -7 foi de positividade nas areas correspondentes ao terco
inferior, médio e superior do epitélio em lesdes de neoplasia intraepitelial de
baixo grau, o padrao para claudina-11 apresentou marcagao no tergo inferior
e médio. Em casos de neoplasia intraepitelial de alto grau observou-se
auséncia de marcagao para claudina-1, -3, e -7 no terco inferior do epitélio
com positividade no terco médio e superior; claudina-5 notou-se marcacéao
em todos os tergos do epitélio, claudina-11 observou-se marcagéo no tergo
inferior e médio. Em casos de carcinoma epidermdide superficialmente
invasivo observa-se auséncia de marcacao nas areas de fronte de invasao e

marcagao nos tercos médio e superior do epitélio para claudina-1. -3 e -7,



claudina -11 apresentou marcagao apenas no ter¢co médio e claudina -5
apresentou marcagao no fronte de invasao e no terco médio e superior do
epitélio. Casos de carcinoma epidermdide invasivo apresentaram auséncia
de marcacao no fronte de invasdo e marcagao nas areas centrais para as
claudina -1, -3, -7 e -11, claudina -5 apresentou marcacao citoplasmatica no
fronte de invasdo e nas areas centrais dos blocos tumorais. Concluindo,
todas as fases da queilite actinica, desde as que abrigam alteragbes
epiteliais precoces até o carcinoma epidermoide, apresentam alteracdes nos
padroes das claudinas, com énfase na diminuicdo da expressao das

claudinas 1, 3, 7 e 11.



SUMMARY

Carvalho AM. [Study of tight junction proteins on the squamous cell lip
carcinoma evolution]. Sao Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-

Fundagao Antbnio Prudente].

Actinic cheilits is a pathologic condition that usually affects the lower lip and
is caused by excessive exposure to solar radiation; it corresponds to the
early, incipient phase of squamous cell carcinoma. Tight junctions are
important on the paracellular transport process; it functions as a barrier to
ions, water and macromolecules to maintain the cellular polarity. Claudins
are the key molecules of tight junctions, regarded as essential on the
formation of the tight strands. During the tumorigenesis process these
proteins may present altered expression and distribution throughout the
tissue, therefore, considered important molecules in the invasion process of
cancer cells. To evaluate the claudin expression in cases of actinic cheilits
and squamous cell carcinoma of the lip immunohistochemistry technique was
perfomed in 100 cases that were analysed in light microscopy. Claudins -1, -
3, -5, and -7 were positive on the areas corresponding to medium, inferior
and superior thirds of the epithelium in lesions of intraepithelial neoplasia of
low grade; claudin-11 it was observed in the inferior and medium third of the
epithelium. In cases of high grade intraepithelial neoplasia the absence of
claudins -1, -3 and -7 on the inferior third of the epithelium was observed,
and expression of this molecule was seen in the medium and superior thirds;
claudin -5 was detected on all epithelial layers and claudin-11 showed
positivity on the inferior and medium thirds. In cases of superficially invasive
squamous cell carcinoma of the lip the molecule was not expressed in the
invasive front of the tumor islands but immunoreactivity was detected on the
central areas for claudins -1, -3 and -7; claudin -11 showed positivity only on
the medium third and claudin-5 showed immunoreactivity in the invasive front

and in central areas. Cases of invasive squamous cell carcinoma showed



absence of claudins -1, -3, -7 and -11 in the invasive front, claudin -5 showed
cytoplasmatic positivity on the invasive front and on central areas of the
tumor islands. In conclusion, altered expression of some specific claudins
subtypes are present in actinic cheilitis from its incipient phase throughout

invasive squamous cell carcinoma.
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1  INTRODUCAO

O tipo mais comum de cancer oral € o carcinoma epidermoide, que
representa cerca de 90% dos casos de neoplasias malignas nessa
localizagdo anatomica (THOMAS et al. 1997). Segundo o Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos, o cancer oral é responsavel anualmente por
2% de todos os canceres diagnosticados. Aproximadamente 35.000 pessoas
serdo diagnosticadas com a doenga anualmente (NIH 2008). No Brasil, a
incidéncia anual de carcinoma epidermdide € estimada em 10,9 para
homens e 3,05 para mulheres para cada 100.000 pessoas (ABDO et al.
2002).

Queilite actinica (QA), é a lesao do labio mais comum que resulta da
exposicao excessiva a radiagao ultravioleta (UV). A (QA) € modernamente
considerada como uma fase incipiente do carcinoma epidermdide do labio
(MARKOPOULOS et al. 2004; NETO PIMENTEL et al. 2006).

A etiopatologia do carcinoma do labio esta relacionada a exposigao
aos raios UV, acometendo principalmente homens brancos expostos
cronicamente a radiagao UV, sendo raro em negros e abaixo dos 40 anos de
idade (ANTUNES e ANTUNES 2004). A correlagao da queilite actinica com
o carcinoma epidermodide do labio € ha muito tempo observada tanto do
ponto de vista epidemiolégico como clinico-patolégico (BERNIER e
REYNOLDS 1955). A progressdo da queilite actinica para carcinoma
invasivo € estimada entre 12 a 20% (KOTEN et al. 1967; WARNOCK et al.
1981; KOOPMANN e COULTHARD 1982).



No processo de progressdo do carcinoma epidermoide, diversos
mecanismos responsaveis pela homeostasia epitelial sdo alterados. Essas
alteragdes englobam cascatas moleculares de controle do ciclo celular e de
sinalizagdo que culminam com importantes mudangcas no padrdo de
expresséo de diversas proteinas que mantém a integridade epitelial e sua
relagdo com o tecido conjuntivo subjacente. Nesse contexto, moléculas de
adesdo tém um papel central tanto na manutencdo da adesao intercelular,
mas também nas relagdes entre as células epiteliais e a matriz extracelular e
também no controle das trocas i6nicas entre o compartimento epitelial e
conjuntivo (ALBERTS et al. 2004).

Nesse panorama, as jungdes celulares compactas (jungdes “tight”)
parecem ser importantes. Essas jungdes tém a fungéo de controlar a difuséo
de solutos no espacgo paracelular conferindo a propriedade de barreira aos
epitélios e endotélios. A perda de fungdo das jun¢des compactas é um passo
importante na progresséo do cancer, o que modifica o microambiente dos
tecidos. As fungdes de tais jungdes encontram-se comprometidas devido a
mudancas na expressao e localizagdo das claudinas que s&o as principais
proteinas que participam na formacéo destas jung¢des (ZAVALA-ZENDEJAS
e RENDON-HUERTA 2008).

Frente o exposto, este estudo tem o objetivo de avaliar a participagao
de moléculas que compdes as jungdes celulares compactas na progresséao
do carcinoma epidermoide do labio de forma a compreender o padrao de

alteragao dessas jungdes durante a carcinogénese.



2 JUSTIFICATIVA

Recentemente uma nova familia de proteinas das jungcées compactas
foi descoberta, as claudinas. A sua expressdao em casos de cancer
combinado com sua localizagdo na membrana pode tornar estas proteinas
alvos importantes no tratamento/diagnodstico do cancer. Apesar disso, 0s
estudos ainda s&o poucos para elucidar o padrdo de expressédo destas
moléculas em varios tipos de cancer e, no caso do cancer do labio e queilite
actinica a bibliografia disponivel é escassa e aborda principalmente os casos
de cancer invasivos. Portanto, este trabalho elucida a expressao de
claudinas desde os casos iniciais e incipientes de queilite actinica e sua

evolucdo a carcinoma epidermoide do labio.



3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar por meio da técnica de imunoistoquimica a expressdo e
distribuicdo das proteinas que compdem as jungbes compactas na queilite

actinica e no carcinoma epidermdide do labio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar os aspectos morfolégicos e histologicos da progresséo do

carcinoma epidermdide do labio;

2. Comparar a distribuicdo das proteinas que compdem as juncdes
compactas ao na progressdo do carcinoma epidermoide do labio,

desde suas formas incipientes até suas formas invasivas.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 QUEILITE ACTINICA

Queilite actinica (QA), também conhecida por queilite solar, queratose
solar e queratose actinica sdo os termos usados para designar as fases
incipientes do carcinoma epidermdide do labio. Foi primeiramente
caracterizada pelos pesquisadores em 1923 (BENTLEY et al. 2003;
CAVALCANTE et al. 2008).

A queilite actinica, ou solar é uma les&o que ocorre no vermelhdo do
labio inferior e esta diretamente relacionada a exposicao solar. Ocorre com
mais frequéncia em pessoas que, por sua atividade, tém uma maior
exposi¢cao a luz solar, como € o caso de agricultores, marinheiros e em
pessoas de pele clara (ARAUJO e ARAUJO 1984). Os homens representam
0 sexo mais acometido pela doenga (ROGERS e BEKIC 1997). A radiagao
ultravioleta B é o principal responsavel pelo dano actinico. A maior parte dos
70% dos raios UVB ¢é absorvida pela pele; somente 5% a 10% sao refletidos.
O labio inferior € o mais atingido por ser a area mais exposta a luz UV
(KAUGARS et al. 1999).

Clinicamente o labio mostra-se ressecado e friavel com coloracao
esbranquicada e usualmente com aspecto descamativo. Podem aparecer,

erosdes, fissuras, ulceragdbes e placas queratinizadas, as quais



desaparecem espontaneamente e tornam a aparecer (ARAUJO e ARAUJO
1984; MENTA SIMONSEN NICO et al. 2007).

Os aspectos histopatolégicos da queilite actinica consistem de
alteracdes epiteliais arquiteturais e citolégicas que cursam com hiperplasia,
atrofia e atipia celular em graus variaveis (ARAUJO e ARAUJO 1984;
MENTA SIMONSEN NICO et al. 2007). Usualmente é caracterizada por um
epitélio escamoso estratificado atréfico, freqlentemente apresentando
acentuada producdo de queratina. Graus variados de displasia epitelial
podem ser encontrados. Um infiltrado crénico de células inflamatérias pode
estar associado ao quadro. O tecido conjuntivo mostra uma faixa de
alteracao basofilica, acelular e amorfa, conhecida como elastose solar; uma
alteracao do colageno e das fibras elasticas induzida pela luz ultravioleta.
Dentre as alteracbes arquiteturais destacam-se as papilas epiteliais em
forma de gota, perda da polaridade, pérolas coérneas, perda da coesao
celular (NEVILLE et al. 2004).

Para a graduacédo histomorfolégica, NICO (2004) adaptou a
proposicdo de outros tumores epiteliais do trato aero-digestoério
considerando as seguintes categorias:

1 Auséncia de displasia: sem alteragdes celulares ou arquiteturais, ou
apenas queratose.

2 Displasia leve: alteracdes celulares e arquiteturais limitadas a camada
basal e para-basal,

3 Displasia moderada: comprometimento celular desde a camada basal

até a metade da espinhosa;



4 Displasia grave: comprometimento celular e arquitetural da camada
basal até acima da metade do epitélio;

5 Carcinoma in situ: desarranjo arquitetural acompanhado de alteragbes
citolégicas em toda a espessura do epitélio.

6 Carcinoma superficialmente invasivo: presenca de pequenos blocos
epiteliais na lamina propria desconectados do restante do epitélio ou
presenca de focos circunscritos de infiltragdo conectados ao epitélio,
porém apresentando queratinizacdo basal anbémala com resposta
desmoplasica na lamina adjacente.

7 Carcinoma epidermoide invasivo: nitidos blocos de células escamosas

desconectados do epitélio presentes na derme/lamina proépria.

H4 uma série de estudos relacionados a patogénese molecular da
QA; estudos demonstraram que amostras de QA possuem alta expressao de
p53 e MDM-2, indicativo de estresse celular e de mutagdes induzidas por
raios UV do gene p53, mutagcdes do receptor de fator de crescimento
fibroblastico 3 (FGFR3) e outras mutagbes gendbmicas estdo associadas a
presenca de queilite actinica (DE FREITAS et al. 2008; CHOU et al. 2009).
Isto indica que um balanco entre fatores apoptéticos e proliferativos
participam da evolugdo de QA a carcinoma epidermoide do labio (SHAH et
al. 2010).

Diversos tipos de abordagens terapéuticas da doenca incluem: a

criocirurgia, 5-fluorouracil, imiquimod, terapia fotodinamica, acido



tricloroacético, vermelhonectomia, eletrodissec¢ao, entre outros (SHAH et al.
2010).

A evolucao da lesao da queilite actinica em carcinoma do labio pode
ocorrer gradualmente: o vermelh&o do labio torna-se menos visivel, ocorre a
presenca de infiltracao, atrofia e perda da nitidez da linha de transi¢ao entre
o vermelho do labio e a pele indicando displasia epitelial e carcinoma
epidermdide (NICOLAU e BALUS 1964).

O carcinoma epidermdide do labio geralmente atinge grupos etéarios
superiores a 40 anos de pele clara, porém o fator idade nao é restrito da
doenga, pois ndo invalida a ocorréncia em grupo etario de maior ou menor
idade (ARAUJO e ARAUJO 1984). Quando atinge jovens é geralmente
devido a uma doencga pré - existente ou a uma imunodepressdo (THOMAS
et al. 1993; VAN ZUUREN et al. 1998).

O comportamento do carcinoma do labio ndo segue o mesmo padrao
descrito para cancer da pele ou boca. As neoplasias do labio sdo mais
propensas as metastases comparadas a canceres da pele, com taxas que
variam de 3% a 20%, entretanto, a prognose € melhor se comparada a
cancer intra oral (PICASCIA e ROBINSON 1987; ALMEIDA e LOPES 1997;

MOY 2000).

4.2 JUNCOES CELULARES

A funcédo dos epitélios é separar diferentes compartimentos de um

mesmo organismo e regular a passagem de diferentes substancias entre si,



através de mecanismos de transporte transcelular assimétricos, que se dao

gragcas a presenga de bombas e canais de membrana e por transporte

paracelular em que se regula a difusdo de ions e pequenas moléculas
através dos espacos intercelulares. Esta funcdo requer que as células

adjacentes sejam seladas por jungdes bloqueadoras (MULLIN 2004;

ALBERTS et al. 2004). As células epiteliais apresentam uma intensa adesao

mutua e para separa-las, sao necessarias forcas mecanicas relativamente

grandes. Essa coesdo varia com o tipo epitelial, mas é especialmente
desenvolvida nos epitélios sujeitos a fortes tracbes e pressdes, como no
caso da pele. Portanto, os varios tipos de jungdes celulares servem nao sé
como locais de adesdo, mas eventualmente também como vedantes
prevenindo o fluxo de materiais pelo espaco intercelular e ainda podem
oferecer canais para a comunicagao entre células adjacentes (JUNQUEIRA
e CARNEIRO 2008).
As jungdes celulares sao classificadas em trés grupos:

o Juncdes aderentes e desmossomos: sdo 0s responsaveis pela
adesdao mecanica das células formam o que é conhecido como
‘cinturdo de adesao continuo” que serve para manter as células
vizinhas unidas através de uma familia de moléculas de adesao
dependente de calcio, as caderinas, que se unem a filamentos de
actina e miosina (DENKER e NIGAM 1998).

o Juncdes comunicantes medeiam a comunicagao entre as células

permitindo a passagem de ions e pequenas moléculas de até 1000
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kDA permitindo o acoplamento metabdlico e elétrico entre as células

(QU e DAHL 2002).

o Juncdes compactas funcionam como uma barreira que separa o0s
dominios apicais e basolaterais e possuem um papel importante na
manutencdo da homeostase e da polaridade dos tecidos (DENKER e
NIGAM 1998).

Células epiteliais estao interconectadas por complexos de contatos
célula-célula, do qual a jungdo compacta compde a principal barreira de
difusdo paracelular.

A base morfoldgica da jungdo compacta foi descoberta em 1960 com
a sua visualizagdo por meio da microscopia eletrdnica que indicou que a
juncdo compacta fornece uma barreira a difusdo de solutos através de
transporte paracelular (TURKSEN e TROY 2004).

As jungdes compactas selam as células vizinhas de tal forma que, se
proteinas marcadas de baixo peso molecular forem colocadas em um lado
do epitélio, geralmente nao passarédo além da jungcdo compacta. No entanto,
a selagem nao ¢é absoluta. Embora as jungbes compactas sejam
impermeaveis a macromoléculas, sua permeabilidade a pequenas moléculas
varia em diferentes epitélios. As jungbes compactas no epitélio que reveste o
intestino delgado, por exemplo, sdo 10 mil vezes mais permeaveis a ions
inorganicos, tais como Na®, do que as jungdes compactas no epitélio que
reveste a bexiga. Essas diferencas refletem-se nas proteinas que formam as

juncdes compactas (ALBERTS et al. 2004).
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As células epiteliais podem alterar suas jungdes compactas
temporariamente para permitir um aumento do fluxo de soluto e de agua
através de aberturas nas barreiras juncionais. Tal transporte paracelular é
especialmente importante na absorcdo de aminoacidos e de
monossacarideos do lumen do intestino, onde sua concentragao pode estar
aumentada apés a refei¢ao, para direcionar o transporte passivo (ALBERTS
et al. 2004).

O grande interesse nos estudos das jungdes compactas é devido a
interacdo de suas fungdes principais; a funcdo de barreira para regular a
permeabilidade paracelular e a fungdo de cerca que mantém a polaridade
celular. Primeiramente, a fungdo de cerca da jungdo compacta ajuda a
manter a polaridade celular ao prevenir que as moléculas localizadas na
membrana apical misturem-se com aquelas localizadas na membrana
lateral. Essa funcdo caracteristica esta intrinsicamente relacionada com a
biologia do cancer, pois a perda da polaridade celular e permeabilidade séo
fatores essenciais para a invasdao tumoral (MARTIN e JIANG 2009). Em
relagdo a funcdo de barreira ocorre o envolvimento de trés elementos
importantes no desenvolvimento do cancer que sao:

o Receptores de fatores de crescimento normalmente situados na parte
baso-lateral da célula em contato com o fluido intersticial e a corrente
sanguinea;

o Proteinas de fatores de crescimento que s&o ligantes dos receptores
de crescimento sdo frequentemente compartimentados em altas

concentragdes em fluidos luminais nos tecidos epiteliais;
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o No processo de tumorigénese, ocorrem alteracbes nas jungdes
compactas que facilitam a passagem de solutos pela barreira epitelial
que normalmente restringe a movimentagdo das mesmas
ocasionando o fendbmeno chamado de “vazamento lesional” (SINGH
et al. 2010).

Esses dados corroboraram a designagdo de que alteragdes nas
jungdes compactas nos estagios iniciais do cancer podem aumentar a
probabilidade que este cancer evolua para lesao invasiva devido a
desregulagéo da divisao celular de células iniciadoras pré-malignas que irdo
passar pela barreira da jungdo compacta (SINGH et al. 2010).

O complexo da jungdo compacta € formado por varios componentes:
claudinas, ocludinas, tricelulina, moléculas de ades&o juncional (JAM), o
receptor associado a coxsackie/adenovirus (CAR), proteinas “scaffold” que
ligam proteinas de membrana ao citoesqueleto de actina; como a zona
ocludente 1 (ZO-1), ZO-2 e ZO-3, e outras proteinas com funcbes de
sinalizagdo com fatores de transcricdo, kinases e fosfatases (ANGELOW et
al. 2008).

Em FURUSE et al. (1993), descobriram a primeira proteina
constituinte da juncdo compacta, a ocludina, cujo papel até o0 momento ainda
€ indefinido, porém sabe-se que € uma proteina estrutural e funcional da
juncdo compacta. Sua expressao foi identificada em sarcoma sinovial pouco
diferenciado (BILLINGS et al. 2004).

As proteinas ocludina e JAM, nao sao responsaveis pela formacao dos

corddes da jungdo compactas e dado seu numero limitado de isoformas, nao
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sdo definidas como essenciais na permeabilidade da jungdo compacta
(SAITOU et al. 1998). Em contraste, 27 isoformas de claudinas foram
descritas em vertebrados. Estudos in vitro demonstraram que as claudinas
sdo capazes de induzir a formagdao das jungbes compactas e que cada
claudina varia em sua habilidade de formar tal jungcdo ou barreira

(ANGELOW et al. 2008).

4.3 CLAUDINAS

Logo apds a descoberta da ocludina, foram identificadas duas novas
proteinas da jungdo compacta, denominadas Claudina-1 e Claudina-2,
derivadas da palavra em latim “claudere” que significa selar (FURUSE et al.
1998).

As claudinas possuem peso molecular variando entre 20 — 34 kDA,
sdao compostas por quatro dominios transmembranicos, duas algas
extracelulares, e uma pequena alga intracelular com o dominio N-terminal e
C-terminal localizado no citoplasma (Ver Figura 1). Baseado em estudo
recente, foi proposto que membros da familia das claudinas sejam divididos
em dois grupos; as claudinas classicas que sao claudinas -1 a -10, -14, -15, -
17 e -19 e as claudinas ndo classicas que correspondem as claudinas -11 a -
13, -16, -18, -20 a -24 (KRAUSE et al. 2008).

A primeira alga extracelular contém aproximadamente 52 aminoacidos
e possui uma consideravel variagdo na sequéncia dos mesmos. Duas

cisteinas altamente conservadas s&o responsaveis por aumentar a
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estabilidade através de uma ponte dissulfidica e tais aminoacidos
desempenham papéis essenciais na seletividade de ions que irdo passar
pela barreira da jungdo compacta (VAN ITALLIE e ANDERSON 2006). A
segunda alga extracelular contém de 16-33 aminoacidos e participa da
oligomerizagcédo das claudinas que irdo participar da formacao dos corddes
da juncdo compacta com a célula, assim como interagdes celulares entre
claudinas e células adjacentes (DAUGHERTY et al. 2007). Além da
participacédo na formagao da jungdo compacta, a primeira alga extracelular e
a segunda alca tém sido descritas como receptores do virus da Hepatite C
(HCV) e da enterotoxina do Clostridium perfringens (CPE), respectivamente
(EVANS et al. 2007; VAN ITALLIE et al. 2008).

A cauda citoplasmatica da claudina possui variagao consideravel entre
as diferentes isoformas. Caracterizada como local das modificacbes pos-
traducionais, que influencia na adesdo da jungao com a claudina e contém

residuos que regulam sua estabilidade (VAN ITALLIE et al. 2004).
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Legenda: Desenho esquematico da estrutura de uma molécula de claudina.
Fonte: GUPTA E RYAN (2010).

Figura 1 - Estrutura da claudina.

4.4 EXPRESSAO DE CLAUDINAS

Uma area de intenso interesse € descobrir como a desregulagédo de
claudinas contribui para a perda da polaridade celular afetando a barreira
formada pela jungdo compacta em diferentes tumores e como essas
alteragdes séo reguladas. Geralmente, grande parte dos estudos foca
primeiro na confirmagao da expressao aberrante de claudinas em varios
tumores; seja por analise imunoistoquimica, microarranjos, ou por

protedmica usando espectrofotometria. Até o momento, nenhuma regra
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universal foi descoberta com estas analises, ha somente a comprovagao
qués estas alteragbes em claudinas ocorrem em diferentes tumores
dependendo do seu estagio, tipo e grau (TURKSEN e TROY 2011). Dentre
as hipoteses sobre como as claudinas interagem na tumorigénese é a de
que mutagdes em claudinas podem ser decorrentes da formacao tumoral.
Outro ponto € a hipermetilacdto do DNA que pode controlar a baixa
regulacdo de claudinas em alguns tumores. Por exemplo, a ilha CpG foi
identificada com o cédigo para o gene de claudina -4 e ao receber
tratamento com inibidor de metiltransferase a expressao protéica de claudina
-4 foi restaurada em cultura primaria de tumores de bexiga de alto grau
(BOIREAU et al. 2007; GOPALAKRISHNAN et al. 2008). Outros estudos
sugerem que mecanismos repressores podem estar ativos na alta regulagao
de certas claudinas. Esses mecanismos repressores podem ser a
deacetilacdo de histonas ja comprovados em estudos com tumores
colorretais (KRISHNAN et al. 2010).

Outro fator importante na regulacédo das claudinas é a transicao
epitélio-mesénquima (EMT). O processo de aquisicdo de um fendtipo
invasivo por tumores de origem epitelial pode estar relacionado com uma
versao patologica dos fatores envolvidos nesta transicdo (TURKSEN e
TROY 2011). Para tal comprovagao, estudos foram realizados com
repressores de claudinas observando a expressao das moléculas da familia
Snail e Slug. Sabe-se que alta expressao de Snail em células epiteliais ativa
a EMT e a aquisigao de perfis migratérios invasivos pelas células. Segundo

este estudo, Snail e Slug ligam-se a motivos E-box encontrados nos
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promotores de claudina -1 promovendo a regulagdo negativa desta claudina
em tumores de mama (MARTINEZ-ESTRADA et al. 2006).

As claudinas estdo expressas nos tecidos epiteliais e endoteliais
desde o desenvolvimento embrionario até em tecidos adultos (GUPTA e
RYAN 2010) Apesar das claudinas estarem localizadas na porgao apical das
jungdes compactas, as mesmas ja foram identificadas no citoplasma e em
células nao epiteliais (ACHARYA et al. 2004; LI et al. 2004). Apesar desta
expressao citoplasmatica definida na literatura seu entendimento ainda
precisa ser elucidado (GUPTA e RYAN 2010).

As claudinas foram associadas com a carcinogénese, pois alteracoes
nestas moléculas podem aumentar a difusdo de nutrientes e influenciam
outros fatores que promovem o desenvolvimento de tumores como os
carcinomas (OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ 2007).

Imunoreatividade de claudinas pode ser observada em diferentes
lesdes e neoplasias. Entretanto, diferenca em sua expressao esta
relacionada a cada tecido especifico. Alta expressdo desta proteina foi
detectada em displasia epitelial oral, neoplasia intraepitelial cervical e
carcinoma de lingua (SOBEL et al. 2005; DOS REIS et al. 2008; BELLO et
al. 2008). Enquanto outros trabalhos demonstraram baixa expressdo em
carcinoma de pele, carcinoma de eséfago, cancer de mama, carcinoma
gastrico e carcinoma de célon (RESNICK et al. 2005; SOINI 2005; USAMI et
al. 2006; TAKALA et al. 2007;MATSUDA et al. 2007).

Outro dado importante é que a localizacao citoplasmatica e nuclear foi

observada em carcinoma de eséfago e colon, respectivamente (DHAWAN et
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al. 2005; USAMI et al. 2006). Esta localizacao citoplasmatica de claudinas
pode estar relacionada com a perda de funcdo destas proteinas, resultado
de diferentes mecanismos como a fosforilagdo protéica. Outros estudos
sugerem esta localizagdo com a progressao tumoral (DHAWAN et al. 2005;
ARABZADEH et al. 2007). Em estudo proposto por IVANOV et al. (2005),
correlacionou esta localizagdo com uma fungao importante na sinalizacao
intracelular, ao demonstrar que a translocagdo da jungdo compacta da
membrana para o citoplasma pode estar relacionada com a endocitose
destas proteinas e, por conseguinte, perda e redugao de sua fungéao.

Vérios trabalhos vém explorando o papel das jungdes compactas nas
neoplasias, com atencao especial ao papel das claudinas. Pode-se verificar
uma expressao heterogénea entre os tecidos (Quadro 1). A razdo para essa
discrepancia na expressido de claudinas entre diferentes lesdes ainda nao
esta totalmente clara, porém isto se deve em parte as diferentes funcdes que
estas proteinas possuem em cada tecido ou até mesmo de caracteristicas
especificas do microambiente tecidual (OLIVEIRA e MORGADO-DIAZ

2007).
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Quadro 1 - Expressao de Claudinas em cancer.

Neoplasia Claudina | Expressao | Referéncias Bibliogréaficas
Cabeca e pescoco 7 baixa AL MOUSTAFA et al. 2002
Cdlon 1 elevada MIWA et al. 2001
Cervical 1,7 elevada LEE et al. 2005
Gastrico 47 Elevada JOHNSON et al. 2005;
4,18 baixa MIMA et al. 2005
Glioblastoma multiforme 1 baixa LIEBNER et al. 2000
Hepatocelular 10 elevada CHEUNG et al. 2005
Mama 3,4 Elevada KOMINSKY et al. 2004
1,2,4,7 |baixa SWISSHELM et al. 1999;
KOMINSKY et al. 2003;
Melanoma 1 baixa CHOU et al. 2009
Ovério 3,4,16 elevada RANGEL et al. 2003; D"SOUZA et al.
2005; SANTIN et al. 2005
Péncreas 4 elevada MICHL et al. 2001
Prostata 3,4 Elevada LONG et al. 2001
Tiredide 10 elevada ALDRED et al. 2004

As claudinas possuem um papel importante nas jungdes compactas,
assim como na homeostase e na formagao de barreiras. Desta forma, o
estudo da expressdo destas moléculas em diferentes tecidos epiteliais e
endoteliais pode ser a primeira linha de defesa contra durante o processo de
carcinogénese (SWISSHELM et al. 2005).

Quanto a distribuicdo das claudinas no epitélio também ndo ha um
consenso geral. Com relagdo a displasia oral CARVALHO et al. (2010)
verificou auséncia de claudina -1 no tergo inferior do epitélio. Outros autores
demonstraram que as claudinas estdo presentes em sua maioria nas
camadas superiores do epitélio (YUKI et al. 2007; YAMAMOTO et al. 2008).

Expressao reduzida de claudina -1 no terco médio do epitélio foi observada




20

em casos de displasia oral moderada e severa. Nesses casos a expressao
reduzida em areas displasicas pode estar associada com o quadro de
alteragdes dentro da célula que resulta em transformacéo maligna do tecido
epitelial (CARVALHO et al. 2010).

Enfim, esses achados sugerem que tanto expressao reduzida quanto
aumentado de claudinas esta envolvida na carcinogénese. Entende-se que
esta forma aberrante de expressao pode interferir diretamente com a
estrutura da jungdo compacta, resultando em uma desorganizagao tecidual e
aumentar a permeabilidade celular, o que pode contribuir para o

desenvolvimento do cancer (RESNICK et al. 2005).
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5 MATERIAIS E METODOS

Os casos clinicos diagnosticados como carcinoma epiderméide do
labio e que foram operados com a técnica de vermelhonectomia e
biopsiados foram levantados dos arquivos e prontuarios do Departamento de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Dados clinico demograficos foram compilados.

Laminas coradas com hematoxilina e eosina foram estudadas e
classificadas de acordo com as alteracdes histoldgicas encontradas. Foram
entao selecionados espécimes representativos das varias fases de evolugao
do carcinoma epidermoide (desde lesdes incipientes — displasias moderada
e grave; neoplasias intraepiteliais de baixo e alto grau) até tumores invasivos
para o estudo imunoistoquimico das proteinas das jungdes compactas

Os casos clinicos provenientes de vermelhonectomia, técnica
cirurgica em que o labio acometido é cirurgicamente excisado, possibilitaram
a selegao de casos de areas que apresentam alteragdes histopatolégicas
diferentes entre si de acordo com os cortes seriados que sdo realizados no
espécime, portanto foram selecionados para a casuistica aquelas areas que
exibiam as alteragdes arquiteturais e histopatolégicas descritas na literatura
como caracteristica da pior area do diagndstico.

Para a graduagdo histomorfoldgica, utilizou-se a seguinte

classificagao (NICO 2004):
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Quadro 2 - Alteragdes citologicas e arquiteturais avaliadas nos casos
incluidos no estudo

Alteragéo da relagdo nucleo/citoplasma
Mitoses atipicas
Mitoses suprabasais
Nucléolos proeminentes

Alteragdes citoldgicas

Hipercelularidade
Duplicagdo da camada basal
Queratose
Ulceragao
Formacao de cristas epiteliais em gota

AlteracBes
arquiteturais

Estas alteragdes foram compiladas e classificadas como:

1 Neoplasia intraepitelial de baixo grau: alteracbes celulares e
arquiteturais limitadas a camada basal e para-basal;

2 Neoplasia intraepitelial de alto grau: comprometimento celular desde a
camada basal até acima da metade do epitélio;

3 Carcinoma superficialmente invasivo: presenca de pequenos blocos
epiteliais na lamina propria desconectados do restante do epitélio ou
presenca de focos circunscritos de infiltragdo conectados ao epitélio,
porém apresentando queratinizacdo basal andémala com resposta
desmoplasica na lamina adjacente.

4 Carcinoma epidermdide invasivo: nitidos blocos de células escamosas

desconectados do epitélio presentes na derme/lamina propria.

Casos que nao possuiam informagdes no prontuario ou que nao
apresentavam material suficiente para a analise imunoistoquimica foram

excluidos do estudo.
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Ver Anexo 1 — Dados Gerais dos Pacientes.

5.1 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 3um e
distendidos em laminas previamente limpas e preparadas com Organosilano
para posteriormente serem submetidos a técnica de imunoistoquimica
(descrita a seguir) seguindo-se a especificidade para cada anticorpo

(conforme descrito no Quadro 2).

Quadro 3 - Especificagdo dos anticorpos e recuperagao antigénica.

Anticorpo Clone Procedéncia | Recuperacao Titulo Tempo de
antigénica incubagao

Claudina1 |[2H10D10 |Zymed 1:40

Claudina 3 |Policlonal |Lab Vision Citrato10 mM pH: 6. [ 1:50

Claudina5 |4C3C2 Zymed 3 passagens de 5 1:100 Overnight

Claudina7 |5D10F3 Invitrogen minutos em 1:80

Claudina 11 | Policlonal |Sigma-Aldrich | microondas. 1:80

Os cortes de 3um foram desparafinizados em trés banhos de xilol: o
primeiro a 60°C por 30 minutos e o segundo e terceiro a temperatura
ambiente por 10 minutos. A seguir, os cortes foram re-hidratados em cadeia
descendente de etanol (100% e 95%) e hidréxido de amdnio para remogao
de pigmentos formdlicos por 10 minutos, e posteriormente, lavagem em
agua corrente e em agua destilada por 5 minutos, respectivamente.

ApOs a lavagem em agua destilada, realizou-se a recuperagao

antigénica conforme especificado no Quadro 2. Ao término da etapa de
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recuperacao antigénica as laminas sao resfriadas por 20 minutos a
temperatura ambiente e encaminhadas a lavagem em agua corrente e em
agua destilada por 5 minutos.

Em seguida, os cortes foram incubados em peréxido de hidrogénio a
6% (20 volumes) 2 passagem por 10 minutos cada, com o intuito de se
bloquear a peroxidase enddgena tecidual com subsequiente lavagem em
agua corrente e destilada por 5 minutos cada. Imersdao em tampao PBS
(solugao salina fosfatada) pH 7.4 foi feita por 5 minutos.

A seguir, os cortes foram incubados com o soro primario diluido em
BSA (soro de albumina bovina) 1% e dispostos em cédmara umida a 4°C
overnight. Informacdes sobre os anticorpos estdo descritos no Quadro 2.

Os procedimentos posteriores foram sempre precedidos de duas
lavagens em tampao PBS pH 7.4, durante 5 minutos cada.

Apds a incubagdao do anticorpo primario, os espécimes foram
incubados com anticorpo secundario, contendo pool de anticorpo anti-
camundongo e anti-coelho, utilizando o kit Ultravision LPValue Detection
System HRP Polymer (Thermo Scientific, Fremont, USA) em duas etapas de
20 minutos cada.

Para a reagao de revelacdo, os espécimes foram incubados com o
revelador 3’'3- diaminobenzidina — DAB (Thermo Scientific, Fremont, USA)
que evidencia a reacao por meio da coloracao castanha.

Os cortes foram lavados em agua corrente e agua destilada durante 5

minutos cada e contra-corados com hematoxilina de Mayer por 1 minuto.
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Posteriormente, os cortes foram desidratados em cadeia ascendente
de etandis (50%, 80%, 95% e 100%), diafanizados em trés banhos de xilol, e
montados em resina Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ/USA).

Os controles negativos foram tratados com protocolo similar, mas o
anticorpo primario foi substituido por soro ndo-imune. Os controles positivos
foram empregados de acordo com a recomendagao do fabricante. Controles
das reagdes foram realizados com a utilizacdo de fragmentos de mucosa
oral normal (margens cirurgicas livres). Todas as reag¢des foram realizadas
em duplicatas.

A analise dos resultados foi realizada por meio de exame das laminas
utilizando-se microscoépio optico.

A analise dos resultados imunoistoquimicos foi qualitativa/ morfoldgica.

Para analisar qualitativamente estes casos as neoplasias foram
divididas em estratos:

Neoplasias de baixo e alto grau: epitélio dividido em tergo inferior,
meédio e superior

CESI: fronte de invasao, terco médio e superior

CEl: periferia das ilhotas tumorais e areas centrais

Os resultados foram registrados por meio de fotomicrografias com
camara digital acoplada ao microscopio 6ptico.

As analises estatisticas qualitativas foram feitas com o teste de Qui-
quadrado de Pearson, que é um teste de hipoteses que se destina a
encontrar um valor de dispersdao para duas variaveis nominais e avalia a

associagdo existente entre variaveis qualitativas. E um teste ndo-
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parameétrico, ou seja, ndo depende de parametros populacionais, como
média e variancia. Devido algumas amostras deste trabalho possuir
casuistica pequena inferior a n < 20, foi utilizado como corregao o Teste
Exato de Fisher, que compara dados categoricos em tabelas 2x2 quando o
numero total de casos € menor que 20. As analises foram feitas através do
programa de computador SPSS versdo 15.0 para Windows (Statistical
Package for the Social Sciences). A analise foi considerada estatisticamente
significante quando p <0,05, equivalente a 5%, tanto para o teste de qui-
quadrado quanto para o Teste Exato de Fisher, e basearam-se na
comparacgao dos dados obtidos entre as regides do epitélio estudado onde a
marcagao (positiva e negativa) foi observada, de acordo com o diagndstico
histopatolégico e o anticorpo avaliado. Foi realizado o teste de correlagao de
Pearson para verificar se a expressao de uma claudina interferia em outra,
porém os testes ndo apresentaram nenhum dado significativo para nenhuma

claudina estudada, portanto, tais dados foram excluidos do estudo.
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6 RESULTADOS

6.1 CASUISTICA

Foram obtidos 100 casos, destes 24 casos sao de neoplasias
intraepiteliais de baixo grau e 29 de alto grau, 28 casos de carcinoma
epidermdide superficialmente invasivo e 19 carcinoma epidermadide invasivo.
Deste total, 67 casos acometeram o género masculino e 33 o género
feminino. Com média de idade geral ao diagndéstico de 60,7 anos. Entre os
géneros a meédia de idade que acomete os homens é de 59,6 anos. Entre as
mulheres a média de idade ao diagndstico foi de 62,9 anos.

Em relagdo a média de idade de acordo com o diagndstico
histopatolégico os resultados foram:

o Neoplasia intraepitelial de baixo grau geral 60,6 anos; masculino 60,9
anos e feminino 60 anos

o Neoplasia intraepitelial de alto grau geral 64,1 anos; masculino 63,1
anos e feminino 65,8 anos

o Carcinoma epidermoéide superficialmente invasivo geral 53,9 anos;
masculino 52,5 anos e feminino 56,5 anos.

. Carcinoma epiderméide invasivo geral 65,3 anos; masculino 62,7
anos e feminino 73,4 anos.

Todos os doentes eram brancos e, aqueles que possuem idade inferior

a 10 anos no estudo sao portadores da sindrome Xeroderma Pigmentoso.
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Estes ultimos n&o apresentaram diferencas nos padrdes de expressao das
claudinas em comparacdo com os outros pacientes. Nenhum dos pacientes
deste estudo foram a 6bito e possuem seguimento clinico de 5 anos, assim
como nao apresentavam ao diagnostico invasado vascular, perineural e
ruptura de linfonodos, assim como nao apresentaram recidiva da doenca
apos o tratamento.

Graficos com a distribuicdo da casuistica geral e de acordo com o

diagndstico histopatolégico seguem abaixo.

33: 33% OMasculino

EFeminino

67, 67%

Figura 2 - Distribuicao da Casuistica Geral.
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Figura 3 - Distribuigdo da Casuistica por Diagnostico Histopatologico Geral.
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6.2 RESULTADOS IMUNOISTOQUIMICOS

Foram realizados os testes de imunoexpressao em 100 casos, sendo
24 casos de neoplasia intraepitelial de baixo grau, 29 casos neoplasia
intraepitelial de alto grau, 28 casos de carcinoma epidermdide
superficialmente invasivo e 19 casos de carcinoma epidermdide invasivo.

A imunoexpressao para as proteinas estudadas foi analisada de
forma qualitativa e esta ilustrada a seguir nas Tabelas 1 a 6. As areas que
nao apresentaram marcagao foram consideradas negativas: — (negativo); as
areas que apresentavam marcagao consideradas positivas: + (positivo)
conforme Figuras 5 e 6 (Figura 5A, 5B, 5C e 5D sao fotos das laminas de
H/E). A intensidade da marcagao nao foi categorizada em nossa avaliagéo.
As tabelas completas com os resultados de cada caso e as analises

estatisticas estdo compiladas em Anexos 2 e 3.

6.2.1 Neoplasiaintraepitelial de baixo grau

Entre os 24 casos de neoplasia intraepitelial de baixo grau observou-
se positividade para claudina-1 em 8 casos avaliados (33,3%) no tercos
inferior, o restante dos casos 66,7% que apresentaram auséncia da
marcagao neste tergco foram aqueles que apresentavam areas mais atipicas
em sua histopatologia. Quanto ao tergo médio e superior do epitélio todos os
casos apresentaram imunomarcacdo. A positividade foi detectada em
padrdo de membrana, caracteristica de claudinas. Estatisticamente, ao se

analisar a imunoexpresséo de claudina-1 entre as neoplasias avaliadas os
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resultados foram estatisticamente significativos com p=0.004 ao se comparar
os tercos inferiores das neoplasias intraepiteliais de baixo grau, com
carcinoma epidermoide superficialmente invasivo de p=0,001, e invasivo de
p=0,005. (Ver Tabela 2 e Figura 5 — Foto E).

Padrao semelhante também foi verificado para a claudina-3. Dos 24
casos avaliados, notou-se a positividade no terco inferior em apenas 5 casos
(20,9%), terco médio e superior do epitélio apresentaram marcagdo na
maioria dos casos (83,3% e 95,9%, respectivamente). Associando os
resultados encontrados do terco inferior de neoplasia intraepitelial de baixo
grau comparado com as neoplasias de alto grau, carcinoma superficialmente
invasivo e invasivo estudadas obteve-se valores de: neoplasia intraepitelial
de alto grau p=0,000, carcinoma superficialmente invasivo p=0,000 e
invasivo p=0,001, portanto, resultados estatisticamente significantes. (Ver
Tabela 3 e Figura 5 — Foto I).

Imunoexpressao da claudina-5 foi observada em todos os tercos do
epitélio, que compreendem o tergo inferior, médio e superior (91,6%, 95,9%
e 87,5%, respectivamente), com apenas 3 casos (12,5%) apresentando
auséncia no terco superior do epitélio. Observou-se além da marcacao
localizada na membrana, caracteristica de claudinas, marcagao
citoplasmatica desta proteina em todos os tergcos, em especial o terco
inferior. Para claudina-5 os resultados estatisticos por apresentarem alta
porcentagem de positividade ndo demonstraram estatisticas significativas
variando de p=0,200 a p=1,000 nas comparacgdes dos tercos inferiores entre

as neoplasias (Ver Tabela 4 e Figura 6 — Foto A).
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Verificou-se a positividade para claudina-7 na membrana
citoplasmatica de queratindcitos localizados apenas nos tercos médio e
superior (33,4% e 41,7%, respectivamente) do epitélio e tal marcagao
também se apresentou no citoplasma das células. A positividade no terco
inferior foi observada em 9 casos (37,5%), porém esta marcacdo nao foi
continua por todo o epitélio representado no espécime, e notou-se a
auséncia de marcagao em areas com atipia acentuada dos queratindcitos.
Os resultados das comparagdes estatisticas foram de p=0,006 entre
neoplasia intraepitelial de baixo grau e alto grau, p=0,022 entre neoplasia
intraepitelial de baixo grau e carcinoma epidermdide superficialmente
invasivo e entre neoplasia intraepitelial de baixo grau e carcinoma
epiderméide invasivo o valor foi de p=0,003, portanto resultados
estatisticamente significativos (Ver Tabela 5 e Figura 6 — Foto E).

Enquanto que o padrao de expressao para claudina-11 apresentou
marcagcdo em praticamente todos os casos nos tercos inferior e médio
(91,6%, em ambos tergcos) e auséncia de marcagdo no tergo superior
(95,8%). Ha de ressaltar que esta marcagao no tergo inferior e médio foi
detectada bem esparsa que ndo acompanhava toda a extensao do epitélio e
também apresentou marcacao citoplasmatica. As comparagdes estatisticas
foram de p=0,211 entre neoplasia de intraepitelial de baixo/alto grau,
p=0.000 entre neoplasia de intraepitelial de baixo grau/carcinoma
epiderméide superficialmente invasivo e invasivo (Ver Tabela 6 e Figura 6 —

Foto I).
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6.2.2 Neoplasia intraepitelial de alto grau

Os 29 casos de neoplasia intraepitelial de alto grau apresentaram o
seguinte padrdo de marcagao para claudina-1: positividade nos tergos médio
e superior (100%) com auséncia de marcagéo no terco inferior (96,6%). A
analise estatistica ndo apresentou resultado significante na relagdo tergo
inferior de NIAG/CESI e CEI com valor de p>0,05 (Ver Tabela 2 e Figura 5 —
Foto F).

O padrao de marcacgao para claudina-3 também foi muito semelhante
ao da claudina-1, onde se observou auséncia de marcacao no terco inferior
(79,1%) e positividade nos tergcos médio e superior (83,3 % e 95,9%,
respectivamente), sendo predominante no ter¢co superior. Os dados
estatisticos de claudina-3 n&o foram aplicaveis, a associagao terco inferior/
de NIAG/CESI e CEI apresentaram alto indice de positividade, portanto uma
variavel constante (Ver Tabela 3 e Figura 5 — Foto J).

A marcagdao encontrada na imunoistoquimica para claudina-5
mostrou-se bem distinta. Dos 29 casos avaliados observou-se positividade
em todos os tergos do epitélio avaliados, porém com algumas ressalvas. A
maioria dos casos apresentou marcacgao citoplasmatica no tergo inferior e
nas areas mais atipicas do epitélio. A estatistica devido a essa
particularidade apresentou resultados n&o significantes de p>0.05 na
comparacgao dos tergos inferior/ de NIAG/CESI e CEI (Ver Tabela 4 e Figura
6 — Foto B).

Para claudina-7 observou-se auséncia de marcacdo nos tercos

inferiores e médio (93,1% e 72,4%, respectivamente), e uma discreta
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marcagao em membrana no tergo superior. Notou-se na marcagéo em tergco
superior uma leve marcagao citoplasmatica (51,8 %). Os resultados
estatisticos ndo foram significativos p>0.05 na comparagdo dos tergos
inferior/ de NIAG/CESI e CEI (Ver Tabela 5 e Figura 6 — Foto F).

Em claudina-11 obteve-se predominantemente a marcacao nos tercos
inferior e médio (79,3% e 89,6%, respectivamente) do epitélio com auséncia
no tergo superior (82,7%), o padrao citoplasmatico encontrado em neoplasia
intraepitelial de baixo grau também se mantém. Os resultados estatisticos
foram significativos de p=0,000 na associacdo dos tergos inferior/ de

NIAG/CESI e CEI (Ver Tabela 6 e Figura 6 — Foto J).

6.2.3 Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo

Foram avaliados 28 casos de carcinoma epidermoéide superficialmente
invasivos e obteve-se para claudina-1 positividade na area correspondente
ao terco médio e superior do epitélio e auséncia de marcagao nas areas de
fronte de invasdao. A marcagao continua bem definida na membrana. A
analise estatistica foi feita comparando a fronte de invasdo de CESI com a
fronte de invasao de CEIl, o valor encontrado nao foi aplicavel, devido a
100% de positividade, sem variaveis (Ver Tabela 2 e Figura 5 — Foto G).

Para claudina-3 também se observou positividade em terco médio e
superior (92,8% e 100%, respectivamente) e auséncia de marcagdo nas
areas de fronte de invasdo (96,5%). O resultado estatistico ndo foi
significante, devido a n&o aplicabilidade do teste (Ver Tabela 3 e Figura 5 —

Foto L).
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A claudina-5 apresentou padrao de marcagao similar aos espécimes
anteriores. A marcacao foi borrada e difusa no citoplasma; a marcacao na
membrana n&o foi regular. A positividade se manteve nas areas de frente de
invasdo e em terco médio e superior do epitélio (100%). Devido a esta
positividade os valores estatisticos ndo foram significativos p=0,220 (Ver
Tabela 4 e Figura 6 — Foto C).

Auséncia de marcacgao para claudina-7 foi observada nas areas de
fronte de invasao (89,2%); positividade de padréo citoplasmatico nas regides
correspondentes ao terco médio do epitélio (64,3%) e auséncia no tergo
superior (89,2%) foi notada. Os dados nao foram estatisticamente
significativos com p= 0,140 na comparacgéao fronte de invasdo de CESI com
a fronte de invasao de CEIl (Ver Tabela 5 e Figura 6 — Foto G).

A claudina-11 apresentou positividade em 9 (32,2%) casos avaliados
dos 28 na area de fronte de invasao, porém essa marcagao manteve-se com
padrao citoplasmatico. Positividade presente foi detectada em sua maioria
no terco médio do epitélio com auséncia no terco superior. A associacao do
fronte de invasdo de CESI com a fronte de invasdo de CEl nao foi

significativa com p=0,404 (Ver Tabela 6 e Figura 6 — Foto L).

6.2.4 Carcinoma epidermoide invasivo

Avaliou-se 19 casos de carcinoma epidermoéide invasivo. Verificou-se
auséncia de marcacao para claudina-1 nas areas de frente de invasdo em
todos os casos. A positividade para esta claudina foi observada apenas nas

areas centrais dos blocos tumorais (94,8%), com marcacdo de membrana
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bem definida. Os dados estatisticos de carcinoma epidermdide invasivo ja
foram abordados em associagdo com as outras neoplasias estudadas (Ver
Tabela 2 e Figura 5 — Foto H).

A claudina-3 apresentou padrao de marcacgao idéntico ao encontrado
para a claudina- 1. Notou-se positividade apenas nas areas centrais do
epitélio e auséncia de marcacédo nas periferias das ilhotas tumorais (Ver
Tabela 3 e Figura 5 — Foto M).

Marcacgao para claudina-5 apresentou positividade nas areas centrais
(100%) e na periferia do tumoral de (94,8%). Esta positividade seguiu as
demais vistas nos outros espécimes avaliados: a marcacao foi irregular,
inespecifica e citoplasmatica, em algumas areas e negativa nas regides
periféricas. (Ver Tabela 4 e Figura 6 — Foto D).

A claudina-7 foi negativa nas areas periféricas (100%), e positiva nas
regides centrais dos blocos tumorais em alguns espécimes (36,9%). (Ver
Tabela 5 e Figura 6 — Foto H).

Para claudina-11 verificou-se auséncia de marcagdo nas areas
periféricas (78,9%), apenas 4 casos apresentaram marcagao nesta area com
expressao citoplasmatica. Positividade encontrada na maioria dos casos em
areas centrais dos blocos tumorais (84,2%). (Ver Tabela 6 e Figura 6 — Foto
M).

As tabelas a seguir pontuam a marcagao dos anticorpos estudados
segundo o diagndstico histopatoldgico e regido de marcagédo. As tabelas
com os resultados de cada caso, assim como os resultados estatisticos

referentes a cada anticorpo estudado, estdo compilados na Tabela 1.



Tabela 1 - Resultados estatisticos - valor de p

Associagbes
estatisticas

terco inferior Claudina-1 Valor p Claudina -3 Valor p Claudina-5 Valor Claudina-7 Valor p Claudina-11
X fronte de ’
invasao Valor p
- negativos  + positivos - negativos  + positivos - negativos  + positivos - negativos + positivos - negativos + positivos
NIBG 22
16 (66,7%) 8(33,3%) 13 (54,1%) 11 (45,9%) 2 (8,4%) 22 (91,6%) 15 (62,5%) 9 (37,5%) 2 (8,4%) (91,6%)
X 0,004 0,000 0,113 0,006 0,211
NIAG 23
28 (96,6%) 1(3,4%) 29 (100%) 0 0 29 (100%) 27 (93,1%) 2(6,9%) 6 (20,7%) (79,3%)
22
NIBG 16 (66,7%) 8 (33,3%) 13 (54.1%) 11 (45,9%) 2(84%) 22 (91,6%) 15 (62,5%) 9 (37,5%) 2(84%)  (91,6%)
X 0,001 0,000 0,119 0,022 0,000
CESI 28(100%) 0 28 (100%) 0 0 28 (100%) 25 (89,2%) 3(10,8%) 19 (67,8%) 9 (32,2%)
22
NIBG 16 (66,7%) 8 (33,3%) 13 (54,1%) 11 (45,9%) 2 (8,4%) 22 (91,6%) 15 (62,5%) 9 (37,5%) 2 (8,4%) (91,6%)
X 0,005 0,001 0,695 0,003 0,000
CEl 19 (100%) 0 19 (100%) 0 1(5,2%) 18 (94,8%) 19 (100%) 0 15 (78,9%) 4 (21,1%)
23
NIAG 28 (96,6%) 1 (3,4%) 29 (100%) 0 0 29 (100%) 27 (93,1%) 2 (6,9%) 6 (20,7%) (79,3%)
X 0,322 NA NA 0,610 0,000
CESI 28(100%) 0 28 (100%) 0 0 28 (100%) 25 (89,2%) 3(10,8%) 19 (67,8%) 9 (32,2%)
23
NIAG 28 (96,6%) 1 (3,4%) 29 (100%) 0 0 29 (100%) 27 (93,1%) 2(6,9%) 6 (20,7%) (79,3%)
X 0,413 NA 0,212 0,242 0,000
CEl 19 (100%) 0 19 (100%) 0 1(5,2%) 18 (94,8%) 19 (100%) 0 15 (78,9%) 4 (21,1%)
CESI 28(100%) 0 28 (100%) 0 0 28 (100%) 25 (89,2%) 3(10,8%) 19 (67,8%) 9 (32,2%)
X NA NA 0,220 0,140 0,404
CEl 19 (100%) 0 19 (100%) 0 1(5,2%) 18 (94,8%) 19 (100%) 0 15 (78,9%) 4 (21,1%)

Nivel de significancia de p < 0,05, Valor de p = NA (n&o aplicavel)
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Tabela 2 - Resultados Claudina -1.

Marcacéo
Diagndstico Regido - +

Tergo inferior 16 (66,7%) 8 (33,3%)
NIBG Terco médio 0 24 (100%)

Tergo superior 0 24 (100%)

Total: 24 casos

Terco inferior 28 (96,6%) 1 (3,4%)
NIAG Terco médio 0 29 (100%)

Tergo superior 0 29 (100%)

Total: 29 casos

Fronte de invasao

28 (100%)

0

CESI Terco médio 0 28 (100%)
Tergo superior 0 28 (100%)

Total: 28 casos
Areas centrais 1(5,2%) 18 (94,8%)

CEl

Periferia tumoral

19 (100%)

0

Total: 19 casos

Legendas: NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau; NIAG: neoplasia intraepitelial de
alto grau; CESI: carcinoma epidermdéide superficialmente

epidermoide invasivo; Sinal (-): auséncia de marcagao; Sinal (+): positividade de marcagao.

Tabela 3 - Resultados Claudina -3

invasivo; CEl:

Marcacéo
Diagnéstico Regido - +
Terco inferior 13 (54,1%) 11 (45,9%)
NIBG Terco médio 4 (16,7%) 20 (83,3%)
Terco superior 1(4,1%) 23 (95,9%)

Total: 24 casos

NIAG

Terco inferior
Tergo médio
Tergo superior

29 (100%)
6 (20,7%)
1(3,5%)

0
23 (79,3%)
28 (96,5%)

Total: 29 casos

Fronte de invasao

28 (100%)

0

CESI Tergo médio 0 28 (100%)
Terco superior 0 28 (100%)

Total: 28 casos
Areas centrais 0 19 (100%)

CEl

Fronte de invasao

19 (100%)

0

Total: 19 casos

Legendas: NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau; NIAG: neoplasia intraepitelial de
alto grau; CESI: carcinoma epidermdide superficialmente
epidermdide invasivo; Sinal (-): auséncia de marcagéo; Sinal (+): positividade de marcagao

invasivo; CEl:

carcinoma

carcinoma



Tabela 4 - Resultados Claudina -5.
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Marcacéo
Diagndstico Regido - +
Tergo inferior 2 (8,4%) 22 (91,6%)
NIBG Tergo médio 1(4,1%) 23 (95,9%)
Tergo superior 3 (12,5%) 21 (87,5%)
Total: 24 casos
Tergo inferior 0 29 (100%)
NIAG Tergo médio 0 29 (100%)
Tergo superior 5(17,3%) 24 (82,7%)
Total: 29 casos
Fronte de invasao 0 28 (100%)
CESI Tergo médio 0 28 (100%)
Tergo superior 0 28 (100%)
Total: 28 casos
CE| Areas centrais 0 19 (100%)
Fronte de invasdo 1(5,2%) 18 (94,8)

Total: 19 casos

Legendas: NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau; NIAG: neoplasia intraepitelial de

alto grau; CESI: carcinoma epidermdéide superficialmente

invasivo; CEIl: carcinoma

epidermoide invasivo; Sinal (-): auséncia de marcagao; Sinal (+): positividade de marcagao.

Tabela 5 - Resultados Claudina -7.

Marcacéo
Diagndstico Regido - +
Tergo inferior 15 (62,5%) 9 (37,5%)
NIBG Tergo médio 16 (66,6%) 8 (33,4%)

Tergo superior

14 (58,3%)

10 (41,7%)

Total: 24 casos

NIAG

Terco inferior
Tergco médio
Tergo superior

27 (93,1%)
21 (72,4%)
14 (48,2%)

2 (6,9%)
8 (27,6%)
15 (51,8%)

Total: 29 casos

CESI

Fronte de invasao
Tergo médio
Tergo superior

25 (89,2%)
10 (35,7%)
25 (89,2%)

3 (10,8%)
18 (64,3%)
3 (10,8%)

Total: 28 casos

CEl

Areas centrais
Fronte de invasao

12 (63,1%)
19 (100%)

7 (36,9%)
0

Total: 19 casos

Legendas: NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau; NIAG: neoplasia intraepitelial de

alto grau; CESI: carcinoma epidermdide superficialmente

invasivo; CEIl: carcinoma

epidermoide invasivo; Sinal (-): auséncia de marcagao; Sinal (+): positividade de marcagao



Tabela 6 - Resultados Claudina -11.

Marcacdéo
Diagnéstico Regido - +
Terco inferior 2 (8,4%) 22 (91,6%)
NIBG Tergo médio 2 (8,4%) 22 (91,6%)
Terco superior 23 (95,8%) 1(4,2%)
Total: 24 casos
Terco inferior 6 (20,7%) 23 (79,3%)
NIAG Terco médio 3(10,4%) 26 (89,6%)
Tergo superior 24 (82,7%) 5(17,3%)
Total: 29 casos
Fronte de invasdo 19 (67,8%) 9 (32,2%)
CESI Tergo médio 0 28 (100%)
Tergo superior 28 (100%) 0

Total: 28 casos

CEl

Areas centrais
Fronte de invasao

3 (15,2%)
15 (78,9%)

16 (84,2%)
4 (21,1%)

Total: 19 casos
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Legendas: NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau; NIAG: neoplasia intraepitelial de

alto grau; CESI: carcinoma epidermdéide superficialmente

invasivo; CEIl: carcinoma

epidermoide invasivo; Sinal (-): auséncia de marcagao; Sinal (+): positividade de marcagao
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Figura 5 - Imunoexpressao de claudinas-1 e
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Figura 5 - Legenda - Imunoexpressao de claudinas-1 e -3

Coluna A — Neoplasia intraepitelial de baixo grau.
Fotomicrografia A: neoplasia intraepitelial de baixo grau corada por HE.
Fotomicrografia E- CLD-1: positividade de claudina-1 nos tergos inferior, médio e superior do epitélio.

Fotomicrografia |- CLD-3: positividade de claudina-3 nos tercos inferior, médio e superior do epitélio.

Coluna B - Neoplasia intraepitelial de alto grau Fotomicrografia B: neoplasia intraepitelial de alto grau corado por HE.
Fotomicrografia B: neoplasia intraepitelial de baixo grau corada por HE.
Fotomicrografia F- CLD-1: positividade de claudina-1 nos tercos médio e superior do epitélio.

Fotomicrografia J- CLD-3:positividade de claudina-3 nos tercos médio e superior do epitélio, auséncia de marcagao do tergo inferior.

Coluna C - Carcinoma epiderméide superficialmente invasivo
Fotomicrografia C: carcinoma epidermoide superficialmente invasivo corado por HE
Fotomicrografia G- CLD-1: auséncia de marcacéo de claudina-1 nas areas de frente de invasao, positividade nos tercos médio e superior do epitélio.

Fotomicrografia L- CLD-3: auséncia de marcagao de claudina-3 nas areas de frente de invasao, positividade nos tercos médio e superior do epitélio.

Coluna D - Carcinoma epidermoide invasivo
Fotomicrografia D: carcinoma epidermdide invasivo corado por HE
Fotomicrografia H- CLD-1: auséncia de marcagao de claudina-1 nas areas periféricas, positividade nas areas centrais.

Fotomicrografia M- CLD-3: auséncia de marcagao de claudina-3 nas areas periféricas, positividade nas areas centrais.
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Figura 6 - Imunoexpresséao de claudinas-5, -7 e -11.
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Figura 6 — Legenda - Imunoexpressao de claudinas-5, -7 e -11.

Coluna A — Neoplasia intraepitelial de baixo grau.
Fotomicrografia A- CLD-5: positividade de claudina-5 nos tergos inferior, médio e superior do epitélio.
Fotomicrografia E- CLD-7: positividade de claudina-7 nos tergos inferior, médio e superior do epitélio.

Fotomicrografia I- CLD-11: positividade de claudina-11 nos tergos inferior, médio do epitélio

Coluna B — Neoplasia intraepitelial de alto grau
Fotomicrografia B- CLD-5: positividade de claudina-5 nos tergos médio e superior do epitélio, auséncia de marcagao no tergo inferior
Fotomicrografia F- CLD-7: auséncia de marcagao de claudina-7 em todos os tergcos do epitélio.

Fotomicrografia J- CLD-11: positividade de claudina-11 nos tergos inferior, médio do epitélio

Coluna C — Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
Fotomicrografia C- CLD-5: positividade de claudina-5 nas areas de fronte de invaséo e tergo médio e superior bem esparsa e citoplasmatica.
Fotomicrografia G- CLD-7: auséncia de marcacéo de claudina-7 nas areas de frente de invasao, positividade no terco médio e superior citoplasmatica.

Fotomicrografia L- CLD-11: auséncia de marcagéo de claudina-11 no fronte de invasdo e marcagéo citoplasmatica no tergo médio do epitélio

Coluna D — Carcinoma epidermdide invasivo
Fotomicrografia D- CLD-5: marcag&o em citoplasma de claudina-5 nas areas periféricas, positividade nas areas centrais.
Fotomicrografia H- CLD-7: auséncia de marcagao de claudina-7 nas areas periféricas, positividade nas areas centrais.

Fotomicrografia M- CLD-11: auséncia de marcagao na periferia e positividade em areas centrais.

44
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7 DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou uma associacdo da expressdo das
claudinas com o estagio e grau da doencga. Para atingir tal resultado, o
modelo de estudo utilizado com a avaliagdo das neoplasias intraepiteliais de
baixo e alto grau (NIBG e NIAG, respectivamente) e carcinoma epidermoide
superficialmente invasivo e invasivo (CESI e CEI, respectivamente) foi
importante para destacar essa diferenca de expressao ao longo da evolugao
da doenca.

Em relagdo a casuistica, os pacientes diagnosticados com a doenca
apresentaram caracteristicas semelhantes a outros estudos. O fato de
homens serem mais suscetiveis que as mulheres neste levantamento com
67% e 33%, respectivamente, assim como a média de idade de
acometimento de 60,7 anos, esta de acordo com outros estudos publicados
na literatura (BENTLEY et al. 2003; ABREU et al. 2006). Outras
caracteristicas clinicas presentes na casuistica também foram observadas,
como o bom progndstico com o tratamento adequado da doencga, visto que
nenhum dos 100 casos avaliados apresentou morbidade no seguimento
minimo de cinco anos, sendo que os 53 casos de neoplasias intraepiteliais
de baixo e alto grau ndo apresentaram recidiva, caracteristica pontuada por
KAUGARS et al. (1999) e MOY (2000). Quanto aos 47 casos de carcinoma
epidermdide superficialmente invasivo e invasivo, apenas 2 casos, sendo 1

de cada respectivamente, apresentaram recidiva. Segundo COTRAN et al.
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(1999), em um estudo retrospectivo de carcinoma epiderméide de labio 90%
dos pacientes estudados nao apresentaram recidiva no seguimento de 5
anos. KRAUS e PFISTER (2001), demonstraram que o diagndstico precoce
leva a cura na maioria dos casos podendo levar de meses a anos para que
uma lesao evolua de carcinoma in situ a invasivo.

Ao avaliar esta particularidade da evolucdo da doenca é possivel
identificar sutis diferencas na expressao das claudinas ao longo do epitélio e
dividir o mesmo morfologicamente. Desta forma, foi pontuada a expressao
das moléculas estudadas de acordo com sua localizacdo no epitélio. De
acordo com a literatura, a expressao de claudinas e de outras moléculas das
jungdes compactas variam de acordo com o estrato do epitélio e endotélio.
Isto ocorre, pois a organizagao da epiderme em estrato basal, espinhoso,
granuloso e corneo, possibilita que os queratindcitos proliferem no estrato
basal se acumulando no estrato espinhoso. Assim, os queratinécitos de cada
estrato possuem caracteristicas e funcdes diferentes, portanto expressando
moléculas diferentes entre si. Portanto, neste trabalho dividimos os estratos
em terco inferior, médio e superior para os casos de neoplasia intraepitelial
de baixo e alto grau e nos casos de carcinoma epiderméide superficialmente
invasivo foi aferida a divisdo em areas de fronte de invasao, terco médio e
superior, € em casos de carcinoma epidermdde invasivo as areas avaliadas
foram denominadas de areas de fronte de invasao e areas centrais.

Devido esta divisdo e estudo das moléculas neste panorama,
evidenciaram-se alteragbes significativas entre os estratos epiteliais

avaliados. Para tal, as analises estatisticas dos estratos foram feitas
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conforme o diagndstico histopatolégico e o anticorpo avaliado e atribuido um
valor estatisticamente significativo em p <0.05. Neste trabalho, devido ao
objetivo principal de avaliar a expressao durante a evolugado do carcinoma,
nao € possivel aferir uma marcagdo de modo global aos casos, tendo sido
necessario, a avaliacdo da positividade e auséncia de marcagao de acordo
com os estratos do epitélio. Desta forma, foram avaliados estatisticamente
os estratos correspondentes aos tercos inferiores do epitélio para neoplasia
intraepitelial de baixo/alto grau e seu corresponde, a regiao fronte de invaséo
em casos de carcinoma epidermoide superficialmente invasivo e invasivo.
Caracterizando a evolugao da doenca, visto que estes estratos do epitélio
apresentam alteragbes significativas quanto sua morfologia. Ao utilizar o
teste de Qui-quadrado de Pearson, que avalia a associagédo existente entre
variaveis qualitativas, foram estabelecidas as seguintes relagbes
comparativas: os tercos inferiores do epitélio dos casos estudados foram
analisados entre si para cada anticorpo avaliado, para verificar se houve
associagao significativa no decorrer da evolugéo do carcinoma do labio. Nao
foi possivel realizar comparacdes entre as expressdoes de claudinas, por
exemplo, ao analisar a expressdo de claudina-11 com a claudina-7, o
resultado era independente e nado demonstrava nenhuma associagao
estatisticamente significante entre uma e outra, assim como ocorreu com as
claudinas -1, -3 e -5. Desta forma, estabeleceu-se que a expressao de uma
claudina neste caso, ndo determina a expressdo de outra. Segundo
FURUSE (2010) as claudinas apesar de serem responsaveis pela formagao

das jungbes compactas através de ligagdes homotipicas (entre uma mesma
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claudina), e heterotipicas (entre claudinas diferentes), também podem
exercer sua fungcdo separadamente no mesmo tecido dependente ou ndo de
outras moléculas para seu funcionamento como o envolvimento de fatores
moleculares como citocinas, fatores de crescimento entre outros que podem
regular a expressao de claudinas.

Ao aferir a expressdo de claudina -1 em casos de neoplasia
intraepitelial de baixo grau identificou-se marcagdo nos tergos médio e
superior do epitélio em todos os casos, quanto ao terco inferior 16 dos 24
casos apresentaram auséncia de expressao, fato esse pode ser resultado
das alteragbes ja presentes no epitélio, pois no caso especial da pele do
labio normal, claudina -1 esta expressa em todo o epitélio (MORITA e
MIYACHI 2003). Apesar do papel fisioldégico da claudina -1 ainda ser incerto,
estudos demonstraram que camundongos neonatos deficientes em claudina
-1 desenvolvem desidratacdo e morrem com um dia de nascimento,
indicando que a claudina -1 é essencial na formagédo da jungédo compacta
(FURUSE et al. 2002). Conforme as alteragbes histopatologicas e
arquiteturais se intensificam como nos casos de neoplasia intraepitelial de
alto grau observou-se que a claudina -1 perde totalmente sua expressao no
terco inferior com positividade restrita aos tercos médio e superior, dado este
que também foi encontrado em displasia moderada de epitélio oral
(CARVALHO et al. 2010). Além disso, claudina -1 foi detectada como um
fator importante na transicdo epitélio-mesenquimal, possivelmente através
da modulacdo da sinalizacdo de -catenina/Tcf, €& possivel que a

desregulagcédo de claudina -1 seja parte de uma via molecular que leva ao
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desenvolvimento do cancer (DHAWAN et al. 2005). De acordo com a
evolucdo do carcinoma do labio foi possivel observar a perda da expressao
de claudina -1 nas areas correspondentes a fronte de invasdo. Segundo
patologistas, a morfologia tumoral nas areas mais invasivas de um tumor,
conhecido como fronte de invasdo € usualmente, diferente das areas
centrais ou superficiais do mesmo tumor. A fronte de invasao caracteriza-se
por uma menor diferenciagao celular que o restante das areas tumorais. Este
fendbmeno ¢é frequentemente observado em carcinomas epidermaides,
melanomas e varios adenocarcinomas (BRYNE et al. 1998). Esta
particularidade encontrada na area de fronte de invasdo pode ser explicada
devido a varios fatores correlacionados, por exemplo, com a perda da
adesao célula-célula ocorre maior migragao celular e proliferagdo celular
com a diminuicdo da apoptose. Desta forma, a area tumoral como um todo é
afetada possibilitando que outros fatores participem do processo de invasao
como o estimulo da angiogénese, protedlise ente outros. A expressao
alterada de moléculas adesivas como caderinas, integrinas, lamininas,
tenascinas e oligossacarideos sao observados na fronte de invasdo de
varios tumores (BRYNE 1991; THOMAS et al. 1997). Portanto, as alteragbes
morfoldgicas registradas na fronte de invasao provavelmente refletem estes
importantes eventos biolégicos dentro das células tumorais e no
microambiente tumoral. Tal resultado de perda de expressao de claudina -1
nas areas de fronte de invasdo e positividade nas areas centrais em
carcinoma epidermdide invasivo segue com o padrdo de perda nas areas

invasivas. Porém em casos de cancer esta expressao de claudina -1 ndo é
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regra. Trabalhos ja identificaram a alta expressao de claudina -1 em casos
de cancer de colon, em que o autor correlacionou a expressao com uma
maior propriedade invasiva das células epiteliais (DHAWAN et al. 2005).
Assim como a auséncia de expressdo desta molécula foi detectada em
cancer de mama, glioblastoma multiforme e melanoma (SWISSHELM et al.
1999; LIEBNER et al. 2000; COHN et al. 2005). Sucintamente, o que se
pode observar é que ao longo da evolugdo do tumor de neoplasia
intraepitelial de baixo grau a carcinoma epidermadide invasivo, vai ocorrendo
uma ligeira alta de auséncia de expressao de claudina-1 nas areas
correspondentes ao terco inferior do epitélio e areas de fronte de invasao (de
66,7% de perda em neoplasias de baixo grau a 100% em invasivo), com
variagdes estatisticas significantes de p=0.001 destacando principalmente as
associagdes entre NIBG/CESI. Estes resultados distintos sugerem que o
funcionamento das claudinas pode ter efeitos especificos nas células de
cada tumor. Também é possivel que um balango da expressdo das
claudinas seja fisiologicamente necessario, pois um desequilibrio em
qualquer diregao resulta em alteragdes funcionais das jungdes compactas e
do comportamento celular.

A claudina-3 apresentou resultado semelhante ao da claudina-1. A
expressao observada foi de auséncia nos tercos inferior em neoplasia de
baixo grau em 79,1% dos casos e 100% em neoplasia intraepitelial de alto
grau e nas areas de fronte de invasdo auséncia de 96,5% em casos de
carcinoma superficialmente invasivo e 100% em carcinoma invasivo. Entre

as comparagdes destas regides o valor foi estatisticamente significativo de
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p=0.001 entre NIBG/CEIl. Estudos indicam que a principal funcdo da
claudina-3 é controlar a passagem de agua no epitélio, porém esta fungao
pode mudar dependendo do tipo de tecido (BAKER 2010). A expresséao
desta claudina esta principalmente relacionada com cancer de ovario, onde
€ conhecida como uma molécula chave no desenvolvimento deste cancer,
pois em tecidos normais ovarianos nao é possivel identificar sua expressao
e em cancer a claudina-3 apresenta super expressao podendo alterar a
formagado da jungdo compacta neste tecido (RANGEL et al. 2003). Outros
estudos comprovaram que a expressao de claudina-3 esta correlacionada
com estagios avancados de invasdo tumoral em céancer de prostata
(SHEEHAN et al. 2007). Desta forma, a expressao das claudinas também
pode ser usada para diferenciar varios tipos de cancer e avaliar o
prognoéstico. Por exemplo, em cancer do endométrio claudina-3 e -4 estéo
super expressas no carcinoma seroso tipo 2 nao-endometridide, mas as
mesmas claudinas estdo ausentes no tipo 1 endometridide (SANTIN et al.
2007).

Pode-se observar que no decorrer da doenca multiplos fatores
participam da invasdao tumoral. Estudos apontam que a expressao
aumentada de claudinas pode ser um fator inicial na carcinogénese, porém
sdo necessarios a interagao de outros eventos na patogenia dos tumores. As
claudinas apresentam expressao distinta entre os tecidos que varia nao
apenas em sua localizagdo, mas também na condi¢cdo patoldgica que o
tecido se encontra. Por exemplo, em tecido normal de mucosa gastrica as

claudinas -3,-4 e -7 sao minimamente detectaveis, mas sdo super expressas
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tanto em lesbes precursoras de adenocarcinoma do esd6fago com ou sem
displasia e em adenocarcinoma do es6fago primario e metastatico
(MONTGOMERY et al. 2006).

O padrao de expressao para claudina-5 foi o que apresentou altos
indices de positividade em todos os tercos do epitélio de todos os casos
avaliados e entre todas as claudinas avaliadas. Por isso, as associacdes
estatisticas nao foram significativas, devido a sua nao aplicabilidade. Outro
dado importante foi a localizacéo citoplasmatica desta claudina que também
foi observada por outros autores em carcinoma epidermodide oral
(LOURENCO et al. 2010a). De acordo com a literatura quando as claudinas
estdo expressas no citoplasma se caracterizam como inativas, ja que
exercem sua funcao apenas nos corddes da membrana plasmatica. Outros
autores discutem a interacdo do processo de fosforilacdo para que a
claudina se apresente no citoplasma. Porém, dados concretos sobre essa
particularidade ainda precisam ser mais estudados (BLACKMAN et al. 2005;
LAL-NAG e MORIN 2010). Claudina-5 esta principalmente associada na
jungdo compacta do endotélio, controlando a barreira endotelial (MORITA et
al. 1999b). Até o momento, claudina-5 tem sido implicada no
desenvolvimento do cancer do esbfago, pois esta proteina néo é encontrada
em epitélio normal do es6fago e esta expressa neste tipo de cancer (CHIBA
et al. 2010).

A claudina-7 apresentou padrao de expressao de auséncia nos tercos
inferiores do epitélio desde os casos de neoplasia intraepitelial de baixo grau

até as regides de fronte de invasdo nos casos de carcinoma. Os dados
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estatisticos para claudina-7 apresentaram significancia apenas na
associacdo NIBG com as outras neoplasias com valor de p variando entre
p=0,003 a p=0,022, a partir da marcagcao em neoplasia intraepitelial de alto
grau e associacdo com as outras neoplasias os valores nado foram
significativos. A claudina-7 esta geralmente localizada nos tubulos distais e
coletores dos rins de ratos (ALEXANDRE et al. 2004). No cancer seu papel
vem sendo largamente estudado. Devido a descoberta em que sugere-se
que a perda da claudina-7 esta associada com perda da adesao celular e
aumento de metastase (PARK et al. 2007). Entretanto, a claudina-7 foi
detectada elevada em varios canceres como o de ovario. Nestes casos
detectou-se além da marcacdo em membrana a marcacio citoplasmatica
desta claudina, assim como nos casos de carcinoma do labio e os autores
designaram esta localizagao citoplasmatica como decorrente da fosforilagao
da proteina afetando a localizagdo celular da mesma (TASSI et al. 2008).
Estudos que avaliaram a auséncia desta proteina também identificaram este
achado na regido de fronte de invasdo em cancer de eséfago
correlacionando com a invasédo tumoral (USAMI et al. 2006). Em canceres
de cabeca e pescocgo a claudina-7 geralmente apresenta-se com expressao
reduzida (AL MOUSTAFA et al. 2002) Em mucosa oral normal uma forte
expressao de claudinas -1, -3, e -7 é observada e em lesdes de carcinoma
oral de estagio avancado observa-se a perda de expressao de claudina -7,
associando tal perda com a patogénese da doenga e com pior prognostico
(LOURENCO et al. 2010b). Nos doentes estudados a associagdo com

prognoéstico (recorréncia e sobrevida) nado foi possivel, pois os casos
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analisados tratavam-se de neoplasias iniciais que sofreram tratamento
precoce e todos os doentes encontram-se atualmente vivos e livres de
doenca.

O padréo de expressao para claudina-11 apresentou um resultado
peculiar comparado as outras claudinas. Enquanto as claudinas -1, -3 e -7
apresentam alteracbes desde os casos iniciais do carcinoma do labio a
claudina-11 s6 apresentou auséncia de expressdo mais proeminente nos
casos de carcinoma epidermoide superficialmente invasivo e invasivo nas
areas de fronte de invasao com valor estatistico significante de p<0.000. A
claudina-11 esta presente no sistema nervoso central, também estéo
presentes nas células de Sertoli, e aparentemente possui papel importante
na espermatogénese e a auséncia de claudina-11 leva a ruptura do cordao
da jungcdo compacta e esta associada com deficiéncias neurolégicas e
reprodutivas (GOW et al. 1999; MORITA et al. 1999a). Nado ha muitos
estudos com a expressao de claudina-11 em cancer, os poucos estudos
existentes relatam que o silenciamento da claudina-11 hipermetilada
contribui para o desenvolvimento do cancer gastrico que leva a um aumento
da motilidade celular e invasao (AGARWAL et al. 2009).

Portanto, nossos achados demonstram que ao decorrer da evolucao
do carcinoma epidermdéide do labio a expressao das claudinas vai se
alterando gradativamente. Na vigéncia de alteragdes arquiteturais e
citolégicas mais proeminentes nota-se a perda de expressao das claudinas -
1, -3 e -7 nos casos de neoplasia intraepitelial de alto grau, indicando uma

ruptura do epitélio devida a alteracbes celulares de proteinas da matriz
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extracelular e sua interagdo com proteinas de adesao celular e fatores de
transicao epitélio-mesenquimal.

Estudos em cancer de mama demonstram essa ligagdo da auséncia
ou baixa expressao de claudinas correlacionando com a interacdo de fatores
de transicdo epitélio mesénquima como, Goosecoid, Snail e Twist, alguns
relatos de que moléculas que induzem EMT podem controlar a expressao de
claudinas. Sabe-se que essas interacbes sao cruciais para que as células
neoplasicas localizadas na fronte de invasdo do epitélio tenham a
capacidade de invadir tecidos adjacentes (MARTINEZ-ESTRADA et al.
2006; TAUBE et al. 2010).

Desta forma, esse padrao de expressao de claudinas -1, -3, -5, -7 e -
11 corroboram este achado. Neste panorama de evolugdo das lesdes
neoplasicas do labio categorizamos as claudinas como fatores iniciais
(precoces) na carcinogénese da doencga, visto que no ultimo estagio em
casos de carcinoma epidermadide invasivo observa-se a perda completa da
expressao das claudinas na fronte de invasao das ilhotas tumorais.

Portanto verificou-se que as claudinas nao estdo envolvidas no
processo bioldgico da carcinogénese apenas em estagios avangados da
doenca, mas na complexa relagao de inUumeras cascatas moleculares e de
sinalizacio, assim como adesao celular na evolugao de lesdes incipientes e

iniciais até lesdes invasivas do carcinoma epidermoide do labio.
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8 CONCLUSOES

Conclusao Geral:
As claudinas, componentes das jungbes compactas tém expressao
variavel nas neoplasias intraepiteliais e reduzida, em sua grande maioria no

carcinoma epidermaide.

Conclusbes especificas:

1. Os aspectos morfologicos da QA mostram alteragdes iniciais e
incipientes no epitélio labial e que ao longo de sua historia
natural podem apresentar aspecto morfolégico de carcinoma

epidermoide.

2. Conclui-se que a distribuicdo das claudinas ao longo da
evolugdo da doenca é de significativa importancia, pois foi
comprovada a auséncia destas proteinas, principalmente
claudina-1, -3, -7 e -11 no estudo, desde sua forma incipiente

até casos invasivos.
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Anexo 1 - Dados Gerais dos Pacientes.

Caso Idade Sexo Raca Diagnéstico

1 72 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

2 56 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

3 50 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

4 72 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

5 66 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

6 65 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

7 66 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

8 67 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

9 72 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

10 62 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

1 68 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

12 50 feminino Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
13 45 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

14 61 feminino  Branca Carcinoma epidermdide superficialmente invasivo
15 66 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

16 29 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

17 49 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
18 79 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

19 59 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
20 38 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
21 33 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
22 74 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
23 66 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

24 79 feminino Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
25 62 masculino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo
26 80 masculino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo
27 76 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
28 17 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
29 67 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau
30 45 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
31 42 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau



32 72 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

33 81 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

34 60 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
35 63 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

36 8 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
37 65 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

38 52 masculino  Branca Carcinoma epidermdide invasivo

39 76 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

40 57 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

41 51 feminino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

42 61 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

43 51 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

44 64 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

45 62 feminino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo

46 48 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

47 67 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

48 77 feminino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo

49 60 masculino  Branca Carcinoma epidermdide superficialmente invasivo
50 45 masculino  Branca Carcinoma epidermdide invasivo

51 51 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
52 55 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
53 60 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
54 78 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

55 71 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

56 10 feminino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
57 42 feminino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
58 48 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

59 67 feminino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
60 48 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

61 64 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

62 78 feminino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

63 51 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
64 58 feminino Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
65 46 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

66 51 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

67 53 masculino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo



68 64 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

69 87 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

70 59 masculino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo

71 78 feminino Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
72 70 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
73 68 feminino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo

74 82 feminino  Branca Carcinoma epidermaide invasivo

75 90 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

76 54 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

77 74 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

78 78 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

79 69 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

80 73 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

81 86 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

82 81 masculino  Branca Carcinoma epidermaide superficialmente invasivo
83 29 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

84 57 feminino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
85 74 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

86 51 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

87 47 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

88 58 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

89 86 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

90 73 feminino Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

91 41 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

92 52 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

93 55 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

94 79 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de baixo grau

95 48 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

96 49 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

97 76 masculino  Branca Carcinoma epidermoide invasivo

98 79 masculino  Branca Neoplasia intraepitelial de alto grau

99 63 feminino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo
100 58 masculino  Branca Carcinoma epidermoide superficialmente invasivo



Anexo 2 - Resultados imunoistoquimicos em neoplasia intraepitelial de baixo grau.
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Anexo 3 - Resultados imunoistoquimicos em neoplasia intraepitelial de alto grau.
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Anexo 4 - Resultados imunoistoquimicos em carcinoma epidermaéide superficialmente invasivo
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Anexo 5 - Resultados imunoistoquimicos em carcinoma epidermoide invasivo

Periferia das ilhotas tumorais
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Anexo 6 - Tabela testes estatisticos.

Claudina-1

Marcacao

Tipo de neoplasia

+

Total

NIBG terco inferior 16 (66,7%) 8 (33,3%) 24 (100%)
NIAG terco inferior 28 (100%) 1(3,4%) 29 (100%)
Total 44 (83 %) 9 (17%) 53 (100%)
qui-quadrado = 8,320
Valor minimo qui-quadrado = 4,08
p = 0,004 / Teste de Fisher = 0,007
Marcagéao
. Tipo de neoplasia - + Total
Claudina -1
NIBG terco inferior 16 (66,7%) 8 (33,3%) 24 (100%)
CESI fronte de invaséo 28 (100%) 0 28 (100%)
Total 44 (83 %) 8 (15,4%) 52 (100%)
qui-quadrado = 11,030
Valor minimo qui-quadrado = 3,69
p = 0,001 / Teste de Fisher = 0,001
Marcagéo
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG terco inferior 16 (66,7%) 8 (33,3%) 24 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 35 (81,4%) 8 (18,6%) 43 (100%)
qui-quadrado = 7,781
Valor minimo qui-quadrado = 3,53
p = 0,005 / Teste de Fisher = 0,006
Claudina -1 Marcagdo
Tipo de neoplasia - + Total
NIAG terco inferior 28 (100%) 1(3,4%) 29 (100%)
CESI fronte de invaséo 28 (100%) 0 28 (100%)
Total 56 (98,2%) 1(1,8%) 57 (100%)
qui-quadrado = 0,983
Valor minimo qui-quadrado = 0,49
p = 0,322 / Teste de Fisher = 1,000
Marcagéao
Tipo de neoplasia - + Total
NIAG terco inferior 28 (100%) 1(3,4%) 29 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 47 (97,9%) 1(2,1%) 48 (100%)

qui-quadrado = 0,669

Valor minimo qui-quadrado = 0,40

p = 0,413/ Teste de Fisher = 1,000




Marcacéo
Tipo de neoplasia - + Total
CESI fronte de invaséo 28 (100%) 0 28 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 47 (100%) 0 47 (100%)
qui-quadrado = NA
Valor minimo qui-quadrado = NA
p=NA
Claudina-3
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 13 (54,2%) 11 (45,8%) 24 (100%)
NIAG tergo inferior 29 (100%) 0 29 (100%)

Total

42 (79,2%)

11 (20,8%)

53 (100%)

qui-quadrado = 16,773

Valor minimo qui-quadrado = 4,98

p = 0,000 / Teste de Fisher = 0,000

Marcacao
. Tipo de neoplasia - + Total
Claudina -3 o
NIBG tergo inferior 13 (54,2%) 11 (45,8%) 24 (100%)
CESI fronte de invaséo 28 (100%) 0 28 (100%)
Total 41(78,8%) 11 (21,2%) 52 (100%)
qui-quadrado = 16,276
Valor minimo qui-quadrado = 5,08
p = 0,000/ Teste de Fisher = 0,000
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 13 (54,2%) 11 (45,8%) 24 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 32 (74,4%) 11 (25,6%) 43 (100%)
qui-quadrado = 11,702
Valor minimo qui-quadrado = 4,86
p = 0,001 / Teste de Fisher = 0,001
Claudina -3 Marcacao

Tipo de neoplasia

Total

NIAG tercgo inferior

29 (100%)

29 (100%)

CESI fronte de invasao

28 (100%)

28 (100%)

Total

57 (100%)

o |O |O |+

57 (100%)

qui-quadrado = NA

Valor minimo qui-quadrado = NA

p=NA




Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIAG tergo inferior 29 (100%) 0 29 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 48 (100%) 0 48 (100%)
qui-quadrado = NA
Valor minimo qui-quadrado = NA
p=NA
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
CESI fronte de invaséo 28 (100%) 0 28 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 47 (100%) 0 47 (100%)
qui-quadrado = NA
Valor minimo qui-quadrado = NA
p =NA
Claudina-5
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 2 (8,3%) 22 (91,7%) 24 (100%)
NIAG terco inferior 0 29 (100%) 29 (100%)
Total 2 (3,8%) 51 (96,2%) 53 (100%)
qui-quadrado = 2,511
Valor minimo qui-quadrado = 0,91
p = 0,113/ Teste de Fisher = 0,200
Marcagao
: Tipo de neoplasia - + Total
Claudina-5
NIBG terco inferior 2 (8,3%) 22 (91,7%) 24 (100%)
CESI fronte de invaséo 0 28 (100%) 28 (100%)
Total 2 (3,8%) 50 (96,2%) 52 (100%)
qui-quadrado = 2,427
Valor minimo qui-quadrado = 0,92
p = 0,119/ Teste de Fisher = 0,208
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG terco inferior 2 (8,3%) 22 (91,7%) 24 (100%)
CEl periferia tumoral 1(5,3%) 18 (94,7%) 19 (100%)
Total 3 (7,0%) 40 (93%) 43 (100%)
qui-quadrado = 0,154
Valor minimo qui-quadrado = 1,33
p = 0,695 / Teste de Fisher = 1,000




Marcagéao

Tipo de neoplasia - + Total
NIAG terco inferior 0 29 (100%) 29 (100%)
CESI fronte de invaséo 0 28 (100%) 28 (100%)
Total 0 57 (100%) 57 (100%)
qui-quadrado = NA
Valor minimo qui-quadrado = NA
p =NA
Marcagéo
: Tipo de neoplasia - + Total
Claudina-5
NIAG terco inferior 0 29 (100%) 29 (100%)
CEl periferia tumoral 1(5,3%) 18 (94,7%) 19 (100%)
Total 1(5,3%) 47 (97,9%) 48 (100%)
qui-quadrado = 1,559
Valor minimo qui-quadrado = 0,40
p = 0,212/ Teste de Fisher = 0,396
Marcacéo
Tipo de neoplasia - + Total
CESI fronte de invaséo 0 28 (100%) 28 (100%)
CEl periferia tumoral 1(5,3%) 18 (94,7%) 19 (100%)
Total 1(2,1%) 46 (97,9%) 47 (100%)
chi-quadrado = 1,506
Valor minimo qui-quadrado = 0,40
p = 0,220 / Teste de Fisher = 0,404
Claudina-7 Claudina-7
Marcagéao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG terco inferior 15 (62,5%) 9 (37,5%) 24 (100%)
NIAG terco inferior 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)

Total

42 (79,2%)

11 (20,8%)

53 (100%)

qui-quadrado = 7,478

Valor minimo qui-quadrado = 4,98

p = 0,006 / Teste de Fisher = 0,015

Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 15 (62,5%) 9 (37,5%) 24 (100%)
CESI fronte de invaséo 25 (89,3%) 3(10,7%) 28 (100%)

Total

40 (76,9%)

12 (23,1%)

52 (100%)

qui-quadrado = 5,223

Valor minimo qui-quadrado = 5, 54

p =0,022




Marcagao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 15 (62,5%) 9 (37,5%) 24 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 34 (79,1%) 9 (20,9%) 43 (100%)
qui-quadrado = 9,011
Valor minimo qui-quadrado = 3,98
p = 0,003 / Teste de Fisher = 0,002
Marcagéo
Tipo de neoplasia - + Total
NIAG terco inferior 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
CESI fronte de invasao 25 (89,3%) 3 (10,7%) 28 (100%)
Total 52 (91,2%) 5 (8,8%) 57 (100%)
qui-quadrado = 0,259
Valor minimo qui-quadrado = 2,46
p = 0,610/ Teste de Fisher = 0,670
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIAG tergo inferior 27 (93,1%) 2 (6,9%) 29 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 46 (95,8%) 2 (4,2%) 48 (100%)
qui-quadrado = 1,367
Valor minimo qui-quadrado = 0,79
p = 0,242 / Teste de Fisher = 0,512
Marcagao
Tipo de neoplasia - + Total
CESI fronte de invaséo 25 (89,3%) 3(10,7%) 28 (100%)
CEl periferia tumoral 19 (100%) 0 19 (100%)
Total 44 (93,6%) 3 (6,4%) 47 (100%)
qui-quadrado = 2,175
Valor minimo qui-quadrado = 1,21
p = 0,140 / Teste de Fisher = 0,262
Claudina-11 Claudina-11
Marcacao
Tipo de neoplasia - + Total
NIBG tergo inferior 2 (8,3%) 22 (91,7%) 24 (100%)
NIAG terco inferior 6 (20,7%) 23 (79,3%) 29 (100%)
Total 8 (15,1%) 45 (84,9%) 53 (100%)

chi-quadrado = 1,564

Valor minimo qui-quadrado = 3,62

p = 0,211/ Teste de Fisher = 0,269




Marcacéo

Tipo de neoplasia

+

Total

NIBG terco inferior

2 (8,3%)

22 (91,7%)

24 (100%)

CESI fronte de invasao

19 (67,9%)

9 (32,1%)

28 (100%)

Total

21 (40,4%)

31 (59,6%)

52 (100%)

chi-quadrado = 19,018

Valor minimo qui-quadrado = 9,69

p = 0,000 / Teste de Fisher = 0,000

Marcagéao

Tipo de neoplasia

+

Total

NIBG tergo inferior

2 (8,3%)

22 (91,7%)

24 (100%)

CEl periferia tumoral

15 (78,9%)

4 (21,1%)

19 (100%)

Total

17 (39,5%)

26 (60,5%)

43 (100%)

chi-quadrado = 22,120

Valor minimo qui-quadrado = 7,51

p = 0,000

Claudina -11

Marcacéao

Tipo de neoplasia

+

Total

NIAG terco inferior

6 (20,7%)

23 (79,3%)

29 (100%)

CESI fronte de invasio

19 (67,9%)

9 (32,1%)

28 (100%)

Total

25 (43,9%)

32 (56,1%)

57 (100%)

chi-quadrado = 12,871

Valor minimo qui-quadrado = 12,28

p = 0,000

Marcacéo

Tipo de neoplasia

+

Total

NIAG terco inferior

6 (20,7%)

23 (79,3%)

29 (100%)

CEl periferia tumoral

15 (78,9%)

4(21,1%)

19 (100%)

Total

21 (43,8%)

27 (56,3%)

48 (100%)

chi-quadrado = 15,831

Valor minimo qui-quadrado = 8,31

p = 0,000

Marcagéao

Tipo de neoplasia

+

Total

CESI fronte de invasao

19 (67,9%)

9 (32,1%)

28 (100%)

CEl periferia tumoral

15 (78,9%)

4 (21,1%)

19 (100%)

Total

34 (72,3%)

13 (27,7%)

47 (100%)

chi-quadrado = 0,696

Valor minimo qui-quadrado = 5,26

p = 0,404 / Teste de Fisher = 0,515




Legendas:

NIBG: neoplasia intraepitelial de baixo grau;

NIAG: neoplasia intraepitelial de alto grau;

CESI: carcinoma epidermoide superficialmente invasivo;

CEl: carcinoma epidermdide invasivo;

Sinal (-): auséncia de marcagao;

Sinal (+): positividade de marcacéo;

Teste qui-quadrado de Pearson

Valor minimo qui-quadrado / Valor minimo esperado para o teste;
Valor do teste qui-quadrado de Pearson = NA (n&o aplicavel);
Valor de p < 0,05 estatisticamente significativo;

Valor de p = NA (n&o aplicavel);

Valor do Teste Exato de Fischer p < 0,05 estatisticamente significativo.



