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RESUMO

Alteragdes na jungao de oclusao (JO) sado descritas nos tecidos com cancer, resultando em um
aumento da permeabilidade epitelial e quebra da adesao celular, que se traduz em maior
facilidade de migracao das células tumorais para outros sitios. Esse aumento da permeabilidade
epitelial e a menor adeséo intercelular podem desempenhar papel importante na carcinogénese
colorretal, particularmente nos tumores malignos metastaticos. Analisar a expressao e o conteudo
tecidual das proteinas ocludina e claudina-3 nos tecidos normais e com adenocarcinoma
colorretal, com base em diferentes varidveis clinicas e histopatoldgicas, verificando sua
correlagdo com o estadiamento da doenga e niveis séricos de CEA e CA-19.9. Foram estudados
57 pacientes portadores de CCR submetidos a tratamento cirdrgico pela equipe de
Coloproctologia do Hospital Universitario Sdo Francisco na Providéncia de Deus, no periodo de
2015 e 2020. Foram analisadas amostras de tecido normal e com adenocarcinoma, obtidas do
mesmo paciente. A medida do conteudo tecidual de ambas as proteinas foi analisada com ajuda
de microscopia Optica em uma magnificacéo final de 200x. Em cada lamina foram realizadas as
coloragdes de Hematoxilina-Eosina (HE), além de técnica imuno-histoquimica especifica para
identificar a expresséo tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina, nos tecidos normal e
neoplasico. O conteudo tecidual de ambas as proteinas foi avaliado por trés observadores
diferentes que analisaram, em cada lamina, trés campos histoldgicos distintos. O valor final
adotado para cada lamina analisada foi expresso pela média, com o respectivo desvio padréo,
da leitura dos trés observadores. O imunoescore final adotado para cada lamina foi padronizado
por escala previamente validada. Para a comparagao do conteudo tecidual de proteinas claudina-
3 e ocludina nos tecidos normais e com adenocarcinoma em cada variavel histopatoldgica, foi
utilizado o teste de T-Student pareado. Para analisar a correlagdo entre conteudo tecidual € o
nivel de CEA e CA-19.9, foi utilizado o teste de Pearson. Em todos os testes adotou-se nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). As proteinas claudina-3 e ocludina estéo localizadas no tecido
normal na membrana apico-lateral, enquanto nos tecidos neoplasicos localizavam-se no
citoplasma e no estroma celular. A média do conteudo tecidual de claudina-3 no tecido normal
foi de 2,57 + 0,16, enquanto no tecido neoplasico foi de 1,03 + 0,13. O conteldo de ocludina foi
em média de 2,77 £ 0,1 no tecido normal, enquanto no neoplasico foi de 1,08 £ 0,14. Em relacao
as variaveis clinicas, apenas o etilismo apresentou p<0,05 quando comparado o conteldo
tecidual de claudina -3 nos tecidos com adenocarcinoma. Nao houve correlagao entre o grau de
estadiamento e grau de diferenciacdo tumoral com o conteudo tecidual de ambas as proteinas.
Os valores de CEA elevado mostraram correlagao negativa com o conteudo tecidual de ocludina
em tecido normal, enquanto os valores séricos do antigeno CA19.9 mostraram correlacao
negativa com o conteldo tecidual de claudina-3 também no tecido normal. O tecido com
adenocarcinoma colorretal apresenta menor conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina,
independentemente da variavel considerada, quando comparado ao tecidual normal.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais. Proteinas de Jungdes intimas. Ocludina. Claudina-3.
Metastase Neoplasica.



ABSTRACT

Alterations in occlusion junction (JO) are corrected in cancer tissues, in an increase in epithelial
permeability and breakdown of cell adhesion, which translates into easier migration of tumor cells
to other sites. This increase in epithelial permeability and reduced intercellular adhesion may play
an important role in colorectal carcinogenesis, particularly in metastatic malignant tumors.To
analyze the expression and tissue content of occludin and claudin-3 proteins in normal tissues
and with colorectal adenocarcinoma in different clinical and histopathological variables, verifying
their relationship with disease staging and serum levels of CEA and CA-19.9. Fifty-seven patients
with CRC undergoing surgical treatment by the Coloproctology team of Hospital Universitario Sao
Francisco in Providéncia de Deus, in the period between 2015 and 2020, were studied. Normal
tissue and adenocarcinoma obtained from the same patient were analyzed. The measurement of
tissue content of both proteins was analyzed using optical microscopy at a final magnification of
200x. In each slide, hematoxylin-eosin (HE) staining and specific immunohistochemical technique
were performed to identify tissue expression of claudin-3 and occludin proteins in normal and
neoplastic tissues. The tissue content of both proteins was evaluated by three different observers
who analyzed three distinct histological fields on each slide. The final value adopted for each
analyzed slide was expressed as the mean, with the respective standard deviation, of the reading
of the three observers. The final immune score adopted for each slide was standardized by a
previously validated scale. To compare the tissue content of claudin-3 and occludin proteins in
normal and adenocarcinoma tissues in each histopathological variable used, a paired Student-T
test was used. To analyze a correlation between tissue content and the level of CEA and CA-19.9
was used in the Pearson test. In all tests, a significance level of 5% (p <0.05) was adopted.
Claudin-3 and occludin proteins are located in the normal tissue on the apical and lateral
membrane, while in the neoplastic tissues in cytoplasm and cell stroma. The mean of the tissue
content of Claudina-3 in the normal tissue was 2.57 + 0.16, while in the neoplastic tissue was 1.03
+ 0.13. The contents of ocludin were 2.77 £ 0.1 in normal tissue, while in the neoplastic was 1.08
+ 0.14. In relation to clinical variables, only alcohol abuse presented p<0.05 when compared to
claudin-3 tissue content in adenocarcinoma tissues. There was no correlation between the degree
of staging and degree of tumor differentiation with the tissue content of both proteins. The high
CEA values showed a negative correlation with the tissue content of occludin in normal tissue,
while the serum values of the CA19.9 antigen showed a negative correlation with the tissue
contents of claudin-3 also in the normal tissue. Tissue with colorectal adenocarcinoma has lower
tissue content of claudin-3 and occludin regardless of the variable in relation to normal tissue
content.

Keywords: Colorectal Neoplasms. Intimate Junction Proteins. Occludin. Claudin-3. Neoplastic
metastasis.
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1 INTRODUGAO
1.1 Cancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR), particularmente os adenocarcinomas sao tumores que se
desenvolvem na mucosa do colén e do reto. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estima-se que, para cada ano do triénio de 2020-2022, 20.520 novos casos de CCR em homens
e 20.470 em mulheres serao diagnosticados. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 19,63 casos novos para cada 100 mil homens, e de 19,03 para cada 100 mil mulheres (1,2).
No mundo, anualmente, sdo diagnosticados cerca de um milhdo de novos casos em homens,
sendo o segundo tumor mais incidente entre todos os canceres, com um risco estimado de
26,6/100 mil (3). Nas mulheres, sdo diagnosticados 800 mil casos novos por ano, sendo o

segundo tumor mais frequentemente, com incidéncia estimada de 21,8/100 mil.

Apesar desses numeros, a incidéncia do CCR nos EUA se reduziu a uma taxa de 3% ao
ano entre 2011 e 2015, particularmente na populagdo com mais de 50 anos, ao contrario do que
ocorreu nos demais paises ocidentais, onde houve pequeno aumento da incidéncia neste mesmo
periodo (3). A queda na mortalidade nos EUA, também foi bastante importante, com reducao de
35% entre os anos de 1990 a 2007 (4). No Brasil, o numero de mortos, de acordo com o Sistema
de Informacao sobre Mortalidade (SIM), foi de 18.867, sendo 9.207 homens e 9.660 mulheres no
ano de 2017. Porém, os indices de mortalidade no Brasil também vém caindo para ambos os
sexos nas ultimas décadas (1). S&o varias as razdes para a redugao nas taxas de mortalidade e
incidéncia, com destaque para a melhora no diagnéstico precoce por meio dos programas de

rastreamento, além do avango nas modalidades terapéuticas.

Diferentes fatores de risco encontram-se envolvidos no surgimento do CCR. Dentre eles
destacam-se os ambientais, genéticos e alimentares, além do histérico de doencas pré-
existentes, todos envolvidos com o aumento da incidéncia do CCR. A predisposi¢cao genética
esta envolvida em apenas 20% dos casos (5), e dentre as sindromes genéticas hereditarias
envolvidas merecem destaque a sindrome da polipose adenomatosa familiar e a sindrome de
Lynch (antes denominada cancer colorretal ndo associado a polipose), entre outras (3). Os 80%
dos casos restantes de CCR sao considerados esporadicos, ou seja, sem correlagdo com

mutagdes genéticas germinativas, sendo ocasionados por mutagdes adquiridas ao longo da vida.

O desenvolvimento do CCR é mais incidente a partir dos 50 anos de idade, com uma média
de idade de 68 anos para homens e 65 anos para mulheres. Todavia, é importante destacar que
a incidéncia de CCR em pacientes com idade abaixo dos 50 anos vem aumentando

consideravelmente nas ultimas décadas (3). Bailey, Hu e You et al. (6), estimam que a incidéncia
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ird aumentar em 90% e 124,2%, para pacientes de 20 e 34 anos, respectivamente, até o ano de
2030. Ainda nao se conhecem os motivos para esta maior incidéncia, porém, a literatura sugere
que os achados histopatolégicos e genéticos destes tumores sao diferentes daqueles que

ocorrem nos pacientes mais idosos (7).

Dentre as doencgas pré-existentes que apresentam correlagdo com o aparecimento do CCR,
merece destaque as doencgas inflamatdrias intestinais (DIl), nas quais os principais determinantes
para o desenvolvimento do CCR séo a extensdo do acometimento do processo inflamatério ao
longo da mucosa célica, além do tempo de evolugdo da enfermidade (8). Outras enfermidades
também se encontram relacionadas a maior incidéncia do CCR como: o diabetes mellitus do tipo
II, a sindrome metabdlica e a obesidade (8). Mais recentemente, observou-se que pacientes com
deficiéncia de vitamina D podem apresentar risco mais elevado para o surgimento da doenca.
Uma metanalise demonstrou que pacientes que apresentam niveis de vitamina D adequados
cursam com maior sobrevida e menor taxa de mortalidade quando comparados aqueles com
deficiéncia dessa vitamina (9). Outros possiveis fatores também relacionados a etiopatogenia do
CCR sao o tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas, sedentarismo, consumo de carnes
vermelhas em excesso, alimentos defumados, carnes processadas, 0 excesso de gorduras e a

baixa ingesta de fibras vegetais e leite (8).

O CCR é uma doencga heterogénea, e para o seu desenvolvimento diversas alteragdes
genéticas estdo envolvidas. O cancer é essencialmente um disturbio proliferativo descontrolado,
onde ocorre desequilibrio entre as proteinas que estimulam a divisdo celular (oncogenes) e
proteinas que controlam o processo de divisdo celular (proteinas supressoras tumorais) (3).
Entretanto, somente este desequilibrio ndo parece ser suficiente para explicar a rapida
progressao tumoral observada nas neoplasias malignas. Para que este grupo de células
neoplasicas consiga manter o seu crescimento € necessaria uma fonte de suprimento sanguineo
exuberante. A intensa proliferacdo de vasos sanguineos, com o intuito de aumentar o aporte de
sangue ao tumor e, consequentemente, maior oferta de nutrientes, € conhecida como
angiogénese. O estimulo para a angiogénese decorre de diversos fatores locais, principalmente
representados pela hipdxia e elevacao dos niveis de didxido de carbono (CO-) ou éxido nitrico,
na intimidade do tumor (10). A ciclooxigenase 2 (COX-2) é uma proteina expressa na presencga
de mediadores locais, fazendo parte da resposta inflamatéria mais intensa que ocorre nos tecidos
neoplasicos. No CCR, tem sido demonstrado que a maior expressao tecidual COX-2, também
estd associada a angiogénese estimulando a formacido de novos vasos no processo de

carcinogénese (11).
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A caracteristica mais evidente de um tumor maligno é sua capacidade de invadir tecidos
adjacentes, linfonodos loco-regionais e 6rgaos a distancia. As células tumorais podem migrar
localmente ou se disseminar pelos vasos linfaticos, venosos, e até mesmo pelos nervos (invasao
neural), comprometendo diferentes sitios. Essa capacidade da célula neoplasica é produto de
uma série de variagdes em proteinas especificas. Dentre elas, destacam-se as proteinas que
formam os complexos de jungdes de adesao intercelular, como a B-catenina, E-caderina. No
CCR, quando ha uma menor expressao dessas proteinas ou modificagbes no seu padrao de
expressao tecidual, ocorre maior potencial metastatico das células tumorais. Outras proteinas
envolvidas neste processo sao as proteases, particularmente as metaloproteinases, enzimas que

promovem a digestao do colageno presente na matriz extracelular e nas membranas celulares
(3).

A correta condugao clinica dos portadores de CCR direciona que, apds o diagndstico de
adenocarcinoma, o tipo histoldgico mais frequentemente encontrado, deve ser realizado o correto
estadiamento clinico da doenca, por meio da realizacédo de exames de imagem e dosagem de
marcadores tumorais séricos (3). Os exames de imagem disponiveis na atualidade permitem uma
avaliacao inicial apropriada do grau de penetragdo do tumor na parede do érgéo, presenga de
linfonodos comprometidos pela neoplasia, e de metastases em outros 6érgaos (12). Dentre os
exames disponiveis, dois merecem atengao especial, sendo eles a tomografia computadorizada
(TC) do térax e abddmen, e a ressonancia magnética dedicada da pelve (RNM) naqueles tumores
localizados no reto. A tomografia por emissao de pdésitrons (PET-CT) nao é utilizada de rotina
para o estadiamento do CCR. Todavia, a PET-CT esta indicada quando existe duvida na
presenca de lesbes metastaticas, ou na busca de metastases ocultas em doentes que cursam
com elevagédo dos marcadores tumorais, particularmente o antigeno carcinoembrionario (CEA)
(12).

A TC do térax e abddbmen é o exame mais utilizado para avaliar a localizagao do tumor
primario e a sua extensao, quando se refere aos tumores de célon, e a presenga de linfonodos
aumentados em numero e tamanho. O exame tornou-se o principal método utilizado para
avaliacao inicial da presenca metastases pulmonares e hepaticas nos enfermos com CCR (12).
Com o advento das TC de grande capacidade de processamento (multi-slices) houve melhora da
sensibilidade do exame para 85%, com valor preditivo positivo de 96% e valor preditivo negativo

de apenas 4% no diagnéstico das metastases hepaticas (13).

A RNM geralmente é utilizada para o estadiamento loco-regional de tumores que acometem

o reto, particularmente aqueles localizados abaixo da reflexdo peritoneal. E considerado o exame
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padrao-ouro para avaliagao da penetragdo da neoplasia na parede do reto e mesorreto (tecido
gorduroso perirretal), bem como para a detec¢cdo de metastases em linfonodos regionais
(mesorretais e pélvicos laterais). A RNM apresenta sensibilidade de 87% e especificidade de 75%
na avaliagao do tumor primario (14). Porém, o mais importante € que possui especificidade de
94% quanto ao envolvimento circunferencial da margem radial desses tumores, importante fator
prognéstico relacionado a maior possibilidade de recidiva loco-regional de doenga (12). Para a
avaliacao do comprometimento de linfonodos, com a melhor qualidade dos equipamentos a RNM,
0 exame mostrou-se superior a TC pois permite, com a utilizacdo de técnicas funcionais
(avaliacao da restricao a difusdo de agua), maior acuracia na distingdo entre os linfonodos
normais e os comprometidos pela neoplasia. Quanto a sua importancia na avaliagdo de
metastases hepaticas, a RNM pode trazer informagdes adicionais a TC, com o objetivo de
aprimorar o conhecimento quanto a ressecabilidade dessas metastases (12). Contudo, apenas o
estudo anatomopatoldgico do espécime cirurgico pode fornecer essa informagdo de maneira
definitiva (3,12,14). De acordo com as novas diretrizes do National Comprehensive Cancer
Network (NCCN-2020), o estadiamento inicial dos portadores de CCR devera compreender uma
TC de térax e abdome com contraste endovenoso e via oral, e nos casos de tumores de reto
extraperitoneal, deve ser acrescentada a RNM dedicada da pelve para o diagndstico do cancer

de reto.

A partir do estadiamento clinico, o especialista tem informagdes suficientes para propor a
conduta terapéutica mais adequada para cada paciente, a depender se ele é portador de uma
doencga precoce, avangada do ponto de vista loco-regional, ou se ha presenga de metastases a
distancia. O tratamento pode ser apenas a ressecgao cirurgica do tumor, podendo ser
complementado com quimioterapia adjuvante nos portadores de tumores de coélon avangados.
Nos casos dos tumores localizados no reto, particularmente naqueles tumores avangados do
ponto de vista loco-regional, o especialista pode indicar a quimioterapia associada a radioterapia
neoadjuvante com ressecgado ou nao do tumor primario, a depender da resposta do tumor a
terapia neoadjuvante empregada, demonstrado pelo estadiamento final apds o tratamento
radioquimioterapico neoadjuvante (3). Apds a ressecgao cirdrgica do tumor primario, o médico
patologista fornece o estadiamento patoldgico definitivo, segundo as diretrizes presentes na
classificagdo TNM (tumor, linfonodos e metastase), estabelecidas na 8° edi¢ao do American Joint
Committee Cancer (AJCC) Cancer Staging, publicado em 2017, onde: T1 - o tumor envolve a
submucosa; T2 - tumor ultrapassa a submucosa chegando a muscular propria; T3 - tumor penetra
através da muscular propria; T4a - tumor penetra o periténio visceral; T4b - tumor invade 6rgaos

adjacentes (15). Quanto aos linfonodos: N1a - 1 linfonodo positivo; N1b - 2-3 linfonodos positivos;
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N1c - quando ha presenca de implantes tumorais no tecido mesocdlico e mesorretal; N2a - 4-6
linfonodos positivos; N2b - 7 ou mais linfonodos positivos. Por fim, a doenga metastatica é
classificada em: M1a - quando esta limitada a apenas 1 6rgao sdlido; M1b - mais de um érgao é

acometido; e M1c - na presenca de carcinomatose peritoneal (15) (Quadro 1).

QUADRO 1. Estadiamento do cancer colorretal do tipo adenocarcinoma. Fonte: Adaptado da 82. ed.

American Joint Committee Cancer (AJCC) Cancer Staging (15).

Tumor primario (T)

I'X Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO  Sem evidéncia de tumor primario
lis  Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasdo da lamina propria®
T1  Tumor invade a submucosa
T2  Tumor invade a muscular propria
T3  Tumor invade além da muscular propria, sem ultrapassar a subserosa ou os tecidos desperito-
nizados pericolicos ou perirretais
T4  Tumor invade diretamente outros orgdios ou estruturas ¢/ou perfura o peritonio visceral®® *x=
Linfonodos regionais (N)
NX N ndo pode ser avaliado
NO  Auséncia de metastase linfonodal
N1 Metastase para 1 - 3 linfonodos
N2  Metdstase para mais de 4 linfonodos
Metastase (M)
MX M nio pode ser avaliada
MO  Auséncia de metistase
M1 Presenca de metastase

De acordo com o estadiamento final do tumor, o especialista pode predizer o progndstico
do paciente, assim como estimar a possibilidade de recidiva da doenga local ou sistémica.
Doentes estratificados em um estadio precoce (estadios | e Il) apresentam maior potencial de
cura da doenca. Estima-se que os pacientes com tumores classificados nos estadios | (T1-T2/NO)
cursam com uma sobrevida estimada em 5 anos de 93%, para tumores de cdlon e, 92% para
tumores de reto. De modo distinto, enfermos classificados no estadio Il (T3-T4/NO), cursam com
sobrevida que varia entre 72%-85% para tumores localizados no colon, e 56%-73% para aqueles
situados no reto. Nos doentes com metastases linfonodais classificados no estadio Ill, a sobrevida
em 5 anos, segundo a literatura, varia de 44%-83% para célon e 30-67% para o reto. Todavia,
naqueles doentes que apresentam metastases a distancia (figado e pulmao, principalmente),

portanto classificados no estadio 1V, a sobrevida em 10 anos cai para menos 8% (3).

Uma série de alteragbes avaliadas nos estudos anatomopatoldgicos também se encontram
relacionadas ao prognéstico desfavoravel do tumor, mostrando forte associacdo com a maior

chance do desenvolvimento de metastase linfonodais ou a distancia. Esses fatores, considerados
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de pior progndstico, podem se apresentar independentemente do estadiamento da doenca. Entre
eles merecem destaque o grau de diferenciacdo do tumor (bem, moderadamente, pouco
diferenciados e indiferenciados), os subtipos histoldgicos (carcinoma mucoprodutor, carcinoma
com células em anel de sinete), a presenca de invasao angiolinfatica e perineural, além do
budding tumoral (ou seja, presenga de células isoladas, brotando na margem infiltrativa da

neoplasia) (16).

Além das variaveis de valor prognéstico ja mencionadas, os niveis séricos de marcadores
tumorais como o CEA e 0 CA-19.9, também se mostram relacionados ao prognéstico da doenca.
O CEA faz parte da familia das imunoglobulinas, sendo considerado uma molécula relacionada
aos mecanismos de adesdo celular. E produzido pelas células da mucosa normal do trato
gastrointestinal, e seus niveis séricos sdo, geralmente, menores do que 3,5 ng/ml nos individuos
saudaveis (17). Em determinadas condigdes, como no adenocarcinoma CCR metastatico, seus
niveis séricos se elevam em mais de 85% dos casos. O CEA possui uma sensibilidade de 40-
47%, e especificidade de 90 a 95% nos portadores de CCR (18). Estes niveis se elevam ainda
mais nos doentes com tumores metastaticos que apresentam um maior contingente de células
produzindo CEA. Apesar dessa alta especificidade, ndo é recomendado seu uso para realizar
rastreamento de portadores de CCR, pois 0 marcador também pode se elevar em condigbes
benignas como a cirrose alcodlica, Doenga de Crohn, bronquite, tabagismo e insuficiéncia renal.
Todavia, o CEA é um excelente marcador tumoral para estabelecer conduta, progndstico e

seguimento de portadores de CCR.

Em relagdo ao prognéstico, demonstrou-se que pacientes com CEA elevado no pré-
operatdrio apresentavam maior risco de recidiva da doenga quando comparados a pacientes com
niveis normais do marcador, além de menor sobrevida em cinco anos (19). No pés-operatdrio, o
CEA é utilizado no seguimento a fim de diagnosticar a presenca de recorréncia da doenca, sendo
indicada sua realizagéo a cada trés meses nos primeiros dois anos, e apos este periodo, a cada
seis meses até se completarem cinco anos do pds-cirurgico (1). Quando ocorre elevacao de seus
valores séricos, devem ser realizados exames de imagem para investigacdo de possivel
surgimento de metastases. Altos niveis de CEA (> 20ng/ml), geralmente estao relacionados a
presenca de lesdes metastaticas (20), pois esta elevagdo sanguinea habitualmente esta

relacionada a maior quantidade de tecido neoplasico produzindo o marcador (17).

O CA19.9 é um antigeno carboidrato de superficie celular, também conhecido como
antigeno de Lewis. E liberado na superficie da célula cancerosa e penetra na corrente sanguinea,

possibilitando a aferigdo de seu conteudo. Este marcador tumoral é utilizado principalmente no
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estadiamento e monitorizagdo do cancer de pancreas e do trato biliar, embora também possa ser
empregado nos casos de cancer colorretal, com uma sensibilidade para este ultimo de 30 a 40%.
Assim como o CEA, é um marcador de progndstico e seguimento pds-operatorio, e niveis séricos
maiores do que o seu valor de referéncia (37Ul/ml) habitualmente estao relacionados a doencgas

metastaticas e recorréncias no pds-operatorio (17).

Conhecer os fatores de pior progndstico dos pacientes é essencial para diminuir o indice
de mortalidade devido ao CCR, possibilitando, por exemplo, identificar pacientes estadios Il com
tais fatores de pior progndstico e alto risco de recidiva tumoral, além de permitir a indicagao de

quimioterapia adjuvante (21).

A despeito do vasto conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do
tumor primario, o surgimento de metastases linfonodais e a distancia ainda é pouco
compreendido. A integridade da barreira mucosa do epitélio colénico € mantida por um complexo
e intrincado sistema de juncgdes intercelulares. Nos tecidos epiteliais essas jungbes sao
representadas pelas jungdes de oclusdo, jungbes aderentes, jungbes comunicantes e
desmossomos (22). No processo de carcinogénese ocorre a ruptura dessas jungdes, o0 que
possibilita a migragdo de células neoplasicas do sitio primario do tumor para 6rgaos ou estruturas
a distancia. Entender o comportamento dessas jungdes no processo carcinogénico é fundamental
para elucidar o mecanismo de desenvolvimento de metastases linfonodais e por via
hematogénica. Essa melhor compreensao pode contribuir para o desenvolvimento de novos
marcadores para o diagnostico da doenga metastatica e proposicdo de novas estratégias

terapéuticas.

1.2 Junc¢ao de Oclusao (Tight Junction)

As jungdes de oclusao (JO) (tight junctions, em inglés) ou zbnulas oclusivas, constitui-se
numa jungao do tipo bloqueadora (23). A caracteristica estrutural desta juncdo aparece como
discretos pontos de fusao entre a membrana plasmatica de duas células adjacentes onde, na sua
face protoplasmatica, aparecem como fios de particulas continuas que se estendem para o
interior das membranas, e na sua face extracelular, aparecem como “ranhaduras”. As JO estao
localizadas na porg¢ao mais apical das membranas laterais das células que formam o epitélio do

trato gastrointestinal (24).

As JO basicamente consistem em trés regides: 1 - as proteinas integrais transmembrana

(TAMP), a familia das claudinas, a ocludina e as moléculas de adesao juncional (JAM); 2 -
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proteinas da periferia que contém a proteina PDZ - zbnula ocludente (ZO) -1, -2, -3, e MAGI-1; e
3 - proteinas associadas/reguladoras. As proteinas integrais transmembrana sao as principais
responsaveis pela organizacao da estrutura e do controle de sua fungado via interagbes
homotipicas ou heterotipicas (Figura 1). O sucesso dessa manutencdo €& possivel pela
ancoragem das proteinas transmembrana nas proteinas da periferia, como a ZO-1, que funciona
como um andaime mantendo unidas as moléculas da JO e promovendo a ligagdo entre o
citoesqueleto e 0 mecanismo da via de sinalizagdo da célula (25). No epitélio do cdlon, a claudina-

3 é a proteina presente em maior quantidade na constitui¢do das JO (26).

Sao descritas quatro principais fungdes das JO: 1 - a selagem do espaco intercelular e a
separagao dos fluidos compartimentais, criando uma fronteira entre os dominios apical e
basocelular da membrana plasmatica, do epitélio e endotélio; 2 - reservatério das moléculas da
JO para atuar como mediadores e transdutores de sinalizacado da célula e, deste modo, atuar no
processo de polarizagao, diferenciacao celular, crescimento celular e proliferacdo através desta
via; 3 - mediadora de adesao celular com outras células; 4 - barreira de migracao e motilidade
celular (25).
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FIGURA 1. Jun¢oées intercelulares. Jun¢ées celulares na seta preta. Fonte: Pradhan-Sundd e Monga
(27).

A adesdo das células epiteliais as células vizinhas adjacentes e a matriz extracelular

representam o ponto mais importantes para a organizagdo de um tecido epitelial firme. Esta
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adesdo é essencial para a regulacdo do processo de diferenciacdo, expressao de genes,
motilidade e crescimento tecidual (28). As fung¢des regulatérias sdo mediadas pelas moléculas
celulares de adesao, por receptores transmembrana e pelas proteinas do citoesqueleto (29). Nas
Ultimas décadas, se tornou evidente que o desenvolvimento de neoplasias esta associado a falha
das células epiteliais em formarem uma JO eficiente e estabelecer uma correta polaridade apical-
basal (25).

1.3 Ocludina e claudina: relagdo com a carcinogénese

A claudina e a ocludina sao as principais proteinas presentes na JO. As claudinas sao
transcritas a partir de uma familia composta por 27 genes que traduzem e transcrevem proteinas
homénimas (30). Alteragdes na JO sdo descritas nos tecidos com céncer, resultando em um
aumento da permeabilidade paracelular e alteragao estrutural. Esse aumento da permeabilidade
paracelular de certas substancias de um componente luminar para o intersticio, ou vice-versa,
podem desempenhar um papel importante na carcinogénese. Dois mecanismos podem estar
envolvidos neste fenbmeno. Em um primeiro cenario, antigenos, toxinas, ou outras substancias
presentes no lumen intestinal atravessam a barreira epitelial comprometida e induzem o
aparecimento de uma resposta inflamatéria no intersticio tecidual. Durante essa quebra da
barreira, citocinas proé-inflamatérias destroem as juncdes de oclusdo possibilitando a maior
permeabilidade e inflamacgéo local, e favorecendo que células neoplasicas possam se desprender
do tumor primario. Em seguida, qualquer condicdo crénica que aumente a permeabilidade do
espacgo paracelular na mucosa permite a passagem de fator de crescimento epitelial (EGF) e do
fator de crescimento vascular (VEGF) através desta barreira epitelial, promovendo a ativagao da
cascata de mitose e de mobilidade celular (31). Esse aumento da permeabilidade quebra as
jungdes de oclusdo das células endoteliais dos vasos sanguineos circunvizinhos ao tumor,
possibilitando a migracdo da célula neoplasica para o interior dos capilares peritumorais,
representando a segunda etapa do processo do desenvolvimento das metastases, a invasao
vascular. A seguir, numa terceira etapa, a célula neoplasica migra pela corrente sanguinea até o
momento em que se adere a superficie das células endoteliais de um sitio distante. Uma nova
quebra das jungdes de oclusido dessas células endoteliais permite que ocorra a terceira etapa do

processo, a migracao da célula neoplasica para o tecido onde ira se desenvolver a metastase.

Alguns estudos demonstram que a expressao de genes da familia das claudinas (CLDN),
0 CLDN-3 e -4, estdao frequentemente alterados em varios tipos de tumores, encontrando-se

sobre expressados em tumores de mama, ovario, prostata e pancreas, enquanto o CLDN-1, no
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cancer de colon (32-35). Kinugasa, Huo e Higashi et al. (36), realizaram estudo com 15
espécimes de adenocarcinoma colorretal no qual demonstraram uma sobre expressao de genes
relacionados a producao de claudina 1 e -2, e que a sua quantidade dependia do grau de invasao
do tumor. Outro estudo, publicado em 2009, analisou em 41 espécimes de tecido humano, com
e sem adenocarcinoma, a expressao das claudinas -1, -2, -3 e -4, constatando que o aumento na
expressao das claudinas 3 e 4 nao foi estatisticamente significante, enquanto a expressao das

claudinas 1 e 2, sim (37).

A ocludina foi a primeira proteina identificada da JO. Trata-se de uma proteina de
membrana maior que a claudina, com quatro dominios transmembrana, formando duas algas
extracelulares e uma longa cauda citoplasmatica. O peptideo esta ligado ao sistema de apoptose

envolvido na ativacao da proteina quinase, sinalizando a via de mitose (31).

Outra interagao descrita € a capacidade que a interleucina-17 possui em manter a funcao
da JO em tecidos epiteliais. Lee, Tato e Joyce-Shaikh et al. (38), demonstraram que a
interleucina-17 é capaz de estimular a funcéo de barreira por meio da regulagéo da localizagao
da ocludina nas JO apds o dano epitelial, em tecidos de ratos, pelo sulfato de dextrana (DDS),

protegendo o tecido contra o aumento da permeabilidade celular.

Poucos estudos avaliaram a expressdao de ocludina comparando tecidos normais e
neoplasicos em portadores de CCR. Um deles demonstrou que havia reduc¢ao da sua expressao
nos tecidos com CCR em comparagdo ao tecido normal, e que esse decréscimo mostrava
correlagdo com o estadio do tumor. Os autores demonstraram que tumores mais avangados
cursam com menor expressao tecidual de ocludina (39). Nos tumores colorretais metastaticos, a
ocludina nao era encontrada nas membranas basolaterais ou apico-laterais das células, sendo

encontrada no estroma tecidual e no intersticio do tecido neoplasico (40).

1.4 Mecanismo das metastases e as Jun¢oes de Oclusao

O mecanismo para o desenvolvimento de metastases decorre de uma cascata de eventos,

que pode ser dividida em trés processos: invasao, invasao vascular e a evasao vascular (25).
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Mecanismos de ruptura das jungoes de oclusdo
1. Despregamento das células neoplasicas do tumor primario
2. Migragdo das células neoplasicas através do endotélio capilar

3. Estravazamento da célula neoplasica do interior vaso sanguineo para os tecidos

Tumour ‘.)'f‘ﬁa’f
O%’vqi}!‘gﬁ Invasion @

O,)’ Detatched tumor cell

O.Q)

S o

Angiogenic factor.v;h :
e.g. VEGf, HGF 4’

°e Intravasation

Capillary

@% /New tumor site

Extravasation

FIGURA 2. Mecanismos de disseminagao tumoral. Fonte: Martim (25).

O processo de invasao ocorre quando células tumorais malignas se dissociam da massa
primaria tumoral devido a perda da adesdo célula-célula, seguida da invasdao do estroma
adjacente. Isso envolve a secregao de substancias que degradam a membrana basal e a matriz
celular e, também, pela supressdo ou expressdo de proteinas envolvidas na motilidade e

migracao celular (25).

Os tumores maiores de 2 mm de didmetro necessitam estabelecer uma conexdo com os
vasos sanguineos para aumentar o suprimento de nutrientes ao tumor primario. Essa conexao
fornece uma rota para que as células tumorais desprendidas da lesao primaria entrem no sistema
circulatério e se disseminem para sitios secundarios e terciarios, ocorrendo o processo de
invasdo vascular (41). As células tumorais desprendidas no sistema circulatorio terdo de

sobreviver ao sistema imune para que consigam chegar intactas aos tecidos a distancia.

O processo de extravasamento, por sua vez, ocorre quando as células tumorais malignas
chegam ao receptor endotelial e interagem com ele por meio de reag¢des bioquimicas mediadas
por bloqueio de carboidratos, com liga¢des fracas e rapidas, o que favorece a adesao das células

neoplasicas as células endoteliais formando uma forte ligagdo que, mais tarde, favorece a
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penetragdo dessas células malignas no endotélio e na membrana basal. Quando as células
tumorais desprendidas do sitio primario invadem um novo tecido ou 6rgao, podem ocasionar o

desenvolvimento de um novo foco tumoral neste novo tecido invadido (25).

As JO estao localizadas tanto nas células tumorais quanto nas células endoteliais, sendo
assim as primeiras estruturas que impediriam a progressdo da formacao da metastase. Para
permitir a penetracao de células tumorais é necessario que as proteinas que formam as JO
estejam desarranjadas (42). Qualquer alteragao das células tumorais, seja por uma maior ou
menor regulagdo das proteinas presentes nas JO, resulta na perda da associacao celular e
inibicado da adesao celular, levando a um crescimento descontrolado, perda de adesao celular e

degradacao dos demais constituintes da membrana basal.

Mudancas nas células tumorais e endoteliais também s&do necessarias para o sucesso do
crescimento e da propagacgao das células tumorais para outros locais. Para facilitar a passagem
de células tumorais através desta barreira morfofuncional, é preciso ocorrer a perda da
associacao celular do endotélio e a modulagao de proteinas presentes nas JO. Essa perda da
estrutura e fungéo das JO nao é apenas consequéncia do processo tumoral, mas sim, essencial
para o seu desenvolvimento e persisténcia, permitindo ainda que o ocorra o processo de

desenvolvimento de metastases linfonodais ou hematogénicas (25).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar o conteudo tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina, comparando tecidos

normal (TN) e neoplasico (TC) em portadores de adenocarcinoma colorretal.

2.2 Objetivos especificos

Comparar o conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina entre TN e TC, em relacdo as
variaveis histopatoldgicas;
Comparar o conteudo tecidual de claudina-3 e ocludinano TN e TC, em relagao as variaveis

clinicas dos doentes;

Comparar e correlacionar o nivel sérico dos antigenos CEA e CA19-9 com o conteudo

tecidual de claudina-3 e ocludina nos TN e TC;

Correlacionar o estadiamento clinico patolégico com o conteludo tecidual de claudina-3 e

ocludinaem TN e TC.
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3 MATERIAIS E METODO
3.1 Etica

O projeto de pesquisa relacionado a esta Dissertacao foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Sao Francisco (CEP-USF), que segue as Propostas de
Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos
(Conselho das Organizagdes Internacionais das Ciéncias Médicas — CIOMS/OMS, Genebra,
1982 e 1983). O protocolo foi registrado com o CAAE 33278820.1.0000.5514, e aprovado

segundo parecer consubstanciado numero 4.096.912 emitido em 18 de junho de 2020. (Anexo

1),

3.2 Casuistica

Para este estudo descritivo, transversal e retrospectivo, foram selecionados 74 pacientes
submetidos a tratamento cirargico do cancer colorretal, pela equipe de Coloproctologia do

Hospital Sao Francisco na Providéncia de Deus (HUSF), no periodo de 2015 a 2020.

As variaveis clinicas e histopatoldgicas consideradas para realizacdo deste estudo foram:
sexo, idade, etnia, uso de tabaco e alcool, doencas associadas, marcadores tumorais CEA e CA
19-9 e de exames de imagem (para a classificacdo do estadiamento da doenca), presenca de
metastase linfonodal e/ou hematogénica, dados do estudo anatomopatolégico (como grau de
diferenciagdo do tumor e presenca de invasado angiolinfatica ou perineural). Os dados foram

coletados dos prontuarios de cada paciente incluido no estudo.

O critério de inclusao estabelecido para selecao dos pacientes com CCR foi a presenca de
exame histopatolégico confirmando o diagnéstico de adenocarcinoma de cdlon ou reto,
independentemente do grau de diferenciacdo, do subtipo histolégico do tumor ou do
estadiamento. Todos os pacientes elegiveis vivos assinaram TCLE. Foram incluidos apenas

doentes operados no HUSF pela equipe de Coloproctologia do Hospital.

Foram excluidos os doentes menores de 18 anos, com diagnéstico histolégico de neoplasia
maligna do célon e reto diferentes de adenocarcinoma, aqueles que apresentavam uma segunda
neoplasia extra intestinal associada, doentes com polipose adenomatosa familiar ou aqueles que
preenchessem critérios clinicos suspeitos para a sindrome de Lynch, portadores de CCR
associado as DIl prévias, os que recusaram assinar o TCLE, e naqueles onde nao foi possivel
levantar no prontuario todas as variaveis clinicas ou histopatoldgicas consideradas para a

elaboragao do presente estudo.
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3.3 Obtencgao dos blocos de parafina

Para a confeccao das laminas histologicas destinadas aos estudos histoquimicos pela
coloragao pela técnica da Hematoxilina-Eosina (HE), além de imuno-histoquimico para a
pesquisa das proteinas claudina-3 e ocludina, foram utilizados blocos de parafina de cada um
dos doentes elegiveis para o estudo. Os blocos de parafina (duplicatas) foram cedidos pelo
Centro de Diagnéstico em Anatomia Patoldgica (CEDAP) ao Laboratério de Investigagdo Médica
da Universidade Sao Francisco (LIM-USF), apés o CEDAP ter encerrado suas atividades em
Bragancga Paulista - SP. Esses blocos de parafina se encontram sob a guarda dos Professores
Carlos Augusto Real Martinez e José Aires Pereira, responsaveis pelo LIM-USF. A Carta de
Doacéo assinada dos blocos doados pela Dra. Helenice Piovesan, patologista responsavel pelo
CEDAP, assim como pelos Professores responsaveis pelo LIM-USF, fiéis depositarios do

material, encontra-se anexada no final desta Dissertacéo (Anexo 2)

3.4 Técnicas histoquimicas e imuno-histoquimica para confirmagdo do diagndstico

histologico e identificacdao da expressao tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina
3.4.1 Fixagao e processamento

Cada bloco de parafina, contendo tecido neoplasico e tecido saudavel, foi submetido a
microtomia, sendo realizados cinco cortes com 5u de espessura cada um, para confec¢ao das
laminas destinadas aos estudos histoquimico e imuno-histoquimico. Apds processamento
histologico, os cortes foram dispostos em Iaminas de vidro com extremidades foscas, previamente

sinalizadas e identificadas, atribuindo-se um numero exclusivo para cada doente.

3.4.2 Técnica da Hematoxilina-eosina

Para a realizagdo da técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE), os cortes
histolégicos, depois de colocados em laminas de vidro, foram expostos a temperatura de 60°C
por 12 horas. Concluida esta etapa, para promover a remoc¢ao da parafina presente nas laminas,
os cortes histoldgicos foram submersos em dois banhos de imersao com duragéo de 10 minutos
em xilol, onde permaneceram por 10 minutos. Apds a retirada das Idminas do banho em xilol, as
laminas foram submetidas a trés banhos de alcool etilico a 70% durante cinco minutos cada.
Concluida a hidratacao, as laminas foram submersas no corante Hematoxilina de Harris durante
um minuto, sendo posteriormente lavadas em agua corrente para remog¢ao do excesso do

corante. Finalizada esta etapa, as laminas foram expostas ao corante Eosina durante dois
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minutos e, a seguir, novamente lavadas com agua corrente e desidratadas por meio da utilizagao
de trés banhos de alcool absoluto, um em xilol/alcool e trés de xilol puro. Terminada a técnica de
coloragao, as laminas foram montadas utilizando-se laminulas e resina para o diagndstico de
adenocarcinoma colorretal, bem como para analise de todas as variaveis histopatologicas
consideradas para o presente estudo (grau de diferenciacdo tumoral, tipo histoldégico do tumor,

presenca de invasao angiolinfatica ou perineural, além do estadiamento TNM).

3.4.3 Imuno-histoquimica das proteinas claudina-3 e ocludina

Apoés a preparacao das laminas para o estudo imuno-histoquimico, as mesmas foram
submersas em solugao de Trilogy (Trilogy, Cell Marque, Cod- 920P-04, Lote 1129101B) em
diluicdo de 1:100 por trés vezes, sendo a primeira imersdao em banho maria a uma temperatura
de 95°C por 45 minutos, a segunda na mesma temperatura por 10 minutos, e a terceira imersao
em temperatura ambiente por 30 minutos. Finda esta etapa, as laminas foram lavadas com dois
banhos de agua destilada por dois minutos cada, além de dois outros banhos com tampao de
PBS com duragdo de dois minutos cada banho. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi
realizado por meio da incubagéo das laminas em uma solugéo contendo peroxido de hidrogénio
10 V por dez minutos em temperatura ambiente. Terminada esta etapa, as laminas foram
novamente lavadas com dois banhos de agua destilada e dois banhos com tampao de PBS,
durando dois minutos cada banho. Apds disposi¢ao dos tecidos a serem estudados, foi realizado
o bloqueio de proteinas indesejaveis com a aplicagao de leite (Molico, Nestlé do Brasil, Trés
Coragdes, MG, Brasil) sobre as laminas por um periodo de 30 minutos. Para pesquisa da proteina
claudina-3 foi utilizado o anticorpo primario anti-claudina-3, (ABCAM, Referéncia: ab15102,
ABCAM, Sao Paulo, Brazil), na diluicdo de 1:300. Para identificar a proteina ocludina foi adotado
o anticorpo primario anti-ocludina (ABCAM-EPR8208, Referéncia: ab167161), na diluicdo de
1:100. Depois de realizada a diluigdo recomendada para cada anticorpo primario, 100ul do
anticorpo primario especifico foram adicionados sobre os cortes histologicos em cadmara umida,
e expostos por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a exposi¢cao ao anticorpo primario as laminas
foram lavadas com agua destilada, dois banhos de dois minutos cada e dois banhos com solugéo
tampao de PBS durando o mesmo tempo. A seguir, foi realizada a incubagdo com sistema de
avidina-biotina (anticorpos secundarios) do Kit LSAB+System-HRP (Dako do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil; Referéncia K0690, Lote 10068233) com exposi¢cao das laminas por um periodo de 35
minutos a cada reagente. Concluida esta fase, os cortes foram lavados com dois banhos com

solugao de tampao de PBS, e revelados com a utilizagcéo do Kit Liquid DAB + Substrate (Dako do
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Brasil, Sao Paulo, Brasil; Referéncia K3468, Lote 10066912) na diluicdo de uma gota de
cromoégeno em 1 mL de solugao tampao, ao qual foi adicionado 100ul do cromégeno sobre os
cortes, por um periodo de incubagao de trés a cinco minutos a temperatura ambiente. Apds a
revelagao, os cortes foram lavados com agua corrente e contra corados com hematoxilina de
Harris por 30 segundos. Depois, as laminas foram novamente lavadas com agua corrente até a
remocao total do excesso de hematoxilina. Finalmente, foram desidratadas em trés banhos de
alcool absoluto, um banho de xilol/alcool e dois banhos de xilol, para serem montadas com
laminulas e resina. Como controle positivo da reagcao imuno-histoquimica utilizou-se tecido de
intestino grosso humano que sabidamente expressa ambas as proteinas. Para o controle

negativo utilizou-se o mesmo tecido sem, contudo, acrescer o anticorpo primario a reagao.

3.4.4 Medida do contetido tecidual de claudina-3 e ocludina

A imunocoloracgao foi considerada positiva quando ocorria coloragdo acastanhada, com
intensidade variada e distribuicio homogénea, na regido apical e basolateral da membrana
celular das células do epitélio cdlico. As laminas foram analisadas com microscépio éptico
(Eclipse DS50® - Nikon Inc., Japan) com magnificacdo de imagem de 200x (Figura 3). Para a
confirmacdo do diagndstico de adenocarcinoma e identificacdo de todas as variaveis
histopatoldgicas consideradas, todas as laminas foram revisadas por patologista experiente em

neoplasias colorretais que desconhecia o objetivo principal do trabalho.

Para a medida do contelido tecidual de claudina-3 e ocludina, utilizou-se uma escala de
imunocoloragao previamente validada (49). Todas as laminas foram avaliadas, simultaneamente,
por trés examinadores independentes, que também desconheciam os objetivos finais do presente
estudo. A quantificagdo do conteudo tecidual das proteinas foi sempre realizada segundo
classificagdo (imunoscore) que considerava a intensidade da coloragdo na membrana apical e
lateral das células presentes nos tecidos normais e neoplasicos (43). Apds a selegcao de um
campo histologico aleatério, cada examinador avaliou individualmente, mas simultaneamente,
trés campos histoldgicos distintos em uma mesma lamina, atribuindo a pontuagao da intensidade
da coloragao obedecendo os seguintes parametros: 0 - auséncia da coloragao acastanhada nas
membranas celulares; 1 - coloragao acastanhada nas membranas intercelulares em 25% a 50%
das células presentes no campo analisado; 2 - coloracdo acastanhada nas membranas
intercelulares presentes em mais de 50% até 75%; e 3 - coloracao acastanhada nas membranas
intercelulares em mais de 75% do campo estudado. O valor final do conteudo tecidual encontrado

por cada observador em cada Iamina estudada foi a média da soma das trés medidas. O valor
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final para cada lamina, tanto no tecido normal quanto neoplasico, foi a soma das leituras dos trés
observadores, expressa como a média e seu respectivo desvio-padrao. Assim, o calculo do valor
final encontrado tanto no tecido normal quanto no neoplasico, foi constituido pela soma de nove
leituras realizadas, obtidas dos trés observadores diferentes. Embora os observadores
avaliassem um mesmo campo histoldégico simultaneamente, eles ndo tinham acesso aos

resultados de escore obtido pelos outros dois.

FIGURA 3. Microscoépio éptico (Eclipse DS50 - Nikon Inc., Japan). O equipamento foi utilizado para

analisar o conteudo tecidual das proteinas claudina-3, ocludina. Fonte: Acervo dos autores.

3.5 Analise estatistica

Para o estudo estatistico foram utilizados os softwares SPSS V20, Minitab 16 e Excel Office
2010. Para a analise descritiva dos fatores quantitativos, os resultados foram descritos pela média
com seu respectivo desvio padrao. Os fatores qualitativos foram descritos de acordo com sua

frequéncia relativa (percentuais).

Para testar a normalidade das variaveis quantitativas selecionadas foi aplicado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Apds a analise de todas as laminas de todos os doentes, verificou-se se

que havia uma distribuicdo normal, possibilitando o emprego de teste estatistico paramétrico para
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a comparagao pareada entre tecido normal e neoplasico. Assim, para analise comparativa do
conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina entre os tecidos normal e neoplasico, em cada variavel
clinica ou histolégica considerada, foi aplicado o teste t-Student pareado. Para analise da
correlacdo existente entre conteudo tecidual da claudina-3 e ocludina no tecido normal e
neoplasico, considerando os niveis séricos dos marcadores tumorais CEA e CA19-9, foi utilizado
o teste de correlagdo proposto por Pearson. Por fim, para analise de varidncia do contetdo
tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido normal e neoplasico nos diferentes graus de
diferenciacdo tumoral, foi aplicado o teste de ANOVA. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor do que 0,05 (p < 0,05). Os valores
de p menores do que 0,05 foram marcados com um asterisco (*), enquanto os valores de p

menores do que 0,01 foram marcados com dois (**).
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4 RESULTADOS
4.1 Casuistica

Dos 74 pacientes incialmente selecionados para o presente estudo, 16 foram excluidos
pois, em cinco pacientes, o estudo histopatolégico ndo confirmou o diagnéstico de
adenocarcinoma, sendo um tumor neuroenddcrino, um carcinoma espinocelular e trés adenomas.
Quatro pacientes foram excluidos devido a auséncia de dados clinicos ou histopatolégicos no
prontuario. Oito doentes foram excluidos devido a falha técnica na imunocoloracao das laminas,
apos trés tentativas. Com as exclusdes, restaram 57 pacientes elegiveis para o presente estudo,
que foram analisados na totalidade de seus dados epidemiolégicos e histopatoldgicos

disponiveis.

4.2 Variaveis clinicas

A média de idade da populacao foi de 64,0 + 3,2 anos. Quanto ao sexo, 54,4% eram
mulheres e 45,6% homens. Na amostra, 86% dos pacientes se declararam brancos na admissao

hospitalar (Tabela 1).

Com relagao aos fatores de risco analisados, encontrou-se a presenca de tabagismo em
42,1% e etilismo em 10,5% dos pacientes. Com relagao as morbidades relacionadas, 77,2% dos

doentes possuiam algum tipo de comorbidades (Tabela 1).
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TABELA 1. Distribuicdo das prevaléncias das caracteristicas clinicas da casuistica. Fonte: Dados

coletados pelos autores.

%

Feminino

Sexo

Masculino
Amarela
Branca
Etnia N&o declarado
Negra

Parda

Tabagismo

Doengas Associadas

Diabetes mellitus

Hipertenséao arterial

Obesidade

Etilismo

31

26

49

33

24

13

44

48

26

31

53

51

54,4%
45,6%
1,8%
86,0%
7,0%
3,5%
1,8%
57,9%
42,1%
22,8%
77,2%
84,2%
15,8%
45,6%
54,4%
93,0%
7,0%
89,5%

10,5%

n = numero de casos. % = frequéncia relativa.

4.3 Variaveis histopatologicas

As Figuras 4 e 5, apresentam, respectivamente, as caracteristicas histopatoldgicas

presentes no tecido normal e tecido neoplasico, identificados pela técnica histoquimica da HE.

Foi possivel estabelecer o diagndstico histopatoldgico de adenocarcinoma em 100% dos doentes

elegiveis para o presente estudo.



40

FIGURA 4. Fotomicrografia do doente n°. 41. E possivel identificar a presenga de tecido normal (seta e
legenda) e com adenocarcinoma moderadamente diferenciado (seta e legenda) (HE 40X). Fonte: Acervo
dos autores.

5
s i e i

FIGURA 5. Fotomicrografia do doente n°. 17. E possivel identificar a presenga de tecido normal (seta e

legenda) e com adenocarcinoma bem diferenciado (seta e legenda) (HE 100X). Fonte: Acervo dos autores.

Quanto a localizagdo do adenocarcinoma nos diferentes segmentos do intestino grosso,

constatou-se que 35,1% dos tumores se localizavam no coélon sigmoide, 19,5% no cdlon
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ascendente, 13,7% no cdélon descendente, 26,1% no reto e 5,4% dos doentes apresentavam

tumores sincrénicos (Tabela 2).

TABELA 2. Distribuicao da localizagdo do tumor no intestino grosso. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Localizagdao do tumor n %

Sigmoide 20 35,1%
Reto baixo 6 10,5%
Reto médio 5 8,8%
Reto alto 4 7,0%
Colon ascendente 11 19,5%
Colon descendente 8 13,7%
Tumor sincrénico 3 5,4%

n = numero de casos. % - frequéncia relativa.

Quanto ao grau de diferenciacao tumoral, 82,5% dos pacientes apresentavam o tipo
moderadamente diferenciado, 7% bem diferenciado e 5,3% pouco diferenciado, dados verificados
por HE. Nas Figuras 4 e 5, observa-se a diferenca de desarranjo celular nos diferentes graus de
diferenciagado. A invasao perineural esta presente em 20% das amostras, e em 24,5% delas foi

identificada invasao angiolinfatica (Tabela 3).

TABELA 3. Variaveis histopatoldgicas analisadas. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Variavel n %
Bem diferenciado 4 7,0%
Grau de diferenciagéo Moderadamente 47 82,5%
Pouco 3 5,3%
Ausente 43 75,5%
Invasao Angiolinfatica
Presente 14 24.5%
Ausente 44 80,0%
Invasao Perineural
Presente 11 20,0%

n = numero de casos. % = frequéncia relativa
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Quanto ao estadiamento clinico e patolégico, a nossa amostra apresentou a seguinte
distribuicao (Tabela 4):

TABELA 4. Estadiamento clinico e patolégico da amostra — subgrupos. Fonte: Dados coletados pelos

autores.
Estadiamento n %
TIS 2 3,5%
1 7 12,3%
2A 1 29,8%
7

2C 1 1,8%
3A 4 7,0%
3B 6 10,5%
3C 5 8,8%
4A 9 15,8%
4B 6 10,5%

n = numero de casos. % = frequéncia relativa

Para realizar o estudo estatistico, reagrupamos o estadiamento dos pacientes em apenas

quatro niveis de estadiamento (Tabela 5).

TABELA 5. Estadiamento reagrupado considerado na analise estatistica. Fonte: Dados coletados pelos

autores.
Estadiamento reagrupado n %
Tis 2 3,5%
Estadio 1 7 12,3%
Estadio 2 18 31,6%
Estadio 3 15 26,3%
Estadio 4 15 26,3%

n = numero de casos. % = frequéncia relativa
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4.3.1 Imuno-histoquimica tecidual de claudina-3

Nas Figuras 6 e 7, observa-se o conteludo tecidual de claudina-3 no tecido normal

(coloragao castanho escuro).

FIGURA 6. Imuno-histoquimica para pesquisa de claudina-3 em tecido célico normal da doente de
n°. 1. A coloracéo acastanhada representa a expressao tecidual da proteina claudina-3, e em mais de 75%

do campo (IH 100X). Fonte: Acervo dos autores.

FIGURA 7. Imuno-histoquimica para pesquisa de claudina-3, em tecido normal da paciente n°. 1.
Nota-se a coloragao acastanhada presente na membrana lateral e apical das células do epitélio cdlico (seta

preta) (IH: 1000x). Fonte: Acervo dos autores.
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Na Figura 8, observa-se a expressao tecidual da proteina claudina-3 em tecido célico com
adenocarcinoma moderadamente diferenciado. Nas Figuras 9 e 10, observa-se a expressao
tecidual de claudina-3 em tecido com adenocarcinoma bem diferenciado e moderadamente

diferenciado, respectivamente.

FIGURA 8. Imuno-histoquimica de claudina-3 em tecido com adenocarcinoma da paciente n°.1. A
coloragéo acastanhada fica mais evidente no estroma celular do que na membrana lateral e apical. Fonte:

Acervo dos autores.

FIGURA 9. Imuno-histoquimica para pesquisa de claudina-3 em tecido célico normal e neoplasico
na doente n°.17. Observa-se distribuigdo na membrana apical e lateral da coloragédo acastanhada no tecido
saudavel, e no citoplasma das células no tecido neoplasico (IH 100x). Fonte: Acervo dos autores.
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FIGURA 10. Imuno-histoquimica para pesquisa de claudina-3 em tecido célico normal e neoplasico
da paciente n°. 41. Observa-se coloragdo acastanhada presente no tecido normal na membrana lateral e

apical, enquanto no tecido neoplasico a maior expressdo ocorre no estroma tecidual (IH 40X). Fonte:

Acervo dos autores.

4.3.2 Imuno-histoquimica do conteudo tecidual de ocludina

Nas Figuras 11 e 12, observa-se o conteudo tecidual de ocludina em tecido normal.

FIGURA 11. Imuno-histoquimica para pesquisa de ocludina no tecido célico normal da paciente
n°.12. A expressao tecidual da ocludina é identificada pela coloragdo acastanhada presente em maior

quantidade nas membranas apical e lateral das células (IH 100X). Fonte: Acervo dos autores.
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FIGURA 12. Imuno-histoquimica para pesquisa de ocludina no tecido normal da paciente n°. 1. A
coloragéo acastanhada é identificada em maior presenga na membrana lateral e apical das células da

superficie epitelial do cdlon (IH 1000X). Fonte: Acervo dos autores.

Na Figura 13, observa-se a expressao tecidual da proteina ocludina em tecido cdlico com
adenocarcinoma. Nas Figuras 14 e 15, observa-se tecido com adenocarcinoma bem diferenciado

e moderadamente diferenciado, respectivamente.

FIGURA 13. Imuno-histoquimica para pesquisa de ocludina no tecido célico com adenocarcinoma
da paciente n°. 1. Existe reducéo da coloragao acastanhada nas membranas apical e lateral das células

que se torna mais evidente no citoplasma celular (1000X). Fonte: Acervo dos autores.
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FIGURA 14. Imuno-histoquimica para pesquisa de ocludina no tecido célico normal (seta e legenda)
e neoplasico (seta e legenda) da paciente n°. 17. Observa-se o diferente padrdo de distribuicdo da
coloragéo acastanhada entre os tecidos. No saudavel, a coloragdo se expressa na membrana lateral e
apical, enquanto no neoplasico, a expressdo ocorre no estroma tecidual (IH 100x). Fonte: Acervo dos

autores.

FIGURA 15. Imuno-histoquimica para pesquisa de ocludina em tecido normal e neoplasico na
paciente n°. 41. Observa-se que a coloragao acastanhada é identificada no tecido normal na membrana
lateral e apical das células epiteliais, enquanto no tecido neoplasico a coloragao € identificada no estroma

tecidual (IH 40X). Fonte: Acervo dos autores.
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4.3.3. Conteudo tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina

A medida do imunoscore mostrou que a média do conteudo tecidual de ambas as proteinas
foi maior no tecido normal, quando comparado ao tecido neoplasico. A média do conteudo
tecidual de claudina-3 no tecido normal foi de 2,57 + 0,16, enquanto no tecido neoplasico foi de
1,03 + 0,13. O conteudo de ocludina foi em média de 2,77 £ 0,1 no tecido normal, enquanto no
neoplasico foi de 1,08 + 0,14 (Figura 16).

Intervalo de Confianca para Contetdo Tecidual
IC de 95% para a Média

.

30
2,57

25

20

15

- 1,08
1.0 Us

Claudina Normal Claudina Tumor Ocludina Normal Ocludina Tumor

FIGURA 16. Valores médios com respectivo desvio padrao para o conteudo tecidual de claudina-3

e ocludina. Comparacao entre os tecidos normais e neoplasicos. Fonte: Dados coletados pelos autores.

4.3.4. Avaliagao comparativa do conteudo tecidual de claudina-3 entre tecidos normal

neoplasico em relagao as variaveis histopatolégicas consideradas

Nesta analise foram excluidos os doentes estratificados no estadio Tis, pois 0 niUmero de
doentes neste estudo era muito pequeno. Na analise da proteina claudina-3, comparamos as
médias dos valores encontrados para os tecidos normal e neoplasico com relagéo as seguintes
variaveis: estadiamento clinico/patolégico, grau de diferenciagdo tumoral, presenca de invasao
angiolinfatica e perineural, além de CEA e CA-19-9. Observou-se diferenca estatisticamente

significante entre o conteudo tecidual das proteinas no tecido normal e tumoral, em praticamente
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todas as variaveis, com excecao dos tumores pouco diferenciados. Esses resultados sao

demonstrados na Tabela 6.
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TABELA 6. Andlise comparativa do conteudo tecidual da proteina Claudina-3 entre tecido normal e tumoral e as variaveis

analisadas. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Média Mediana Desvjo cv Min Max n IC P-valor
Padrao
Normal 2,67 2,89 0,52 20% 044 300 42 0,16
Negativo <0,001**
Tumor 1,07 1,00 0,47 44% 0,11 2,00 42 0,14
CA19-9
Normal 2,21 2,33 0,67 30% 1,11 3,00 9 0,44
Positivo <0,001**
Tumor 0,94 0,78 0,50 53% 0,44 1,89 9 0,33
Normal 2,71 2,89 0,42 16% 1,44 3,00 24 0,17
Negativo <0,001**
9 Tumor 0,99 0,94 0,46 46% 0,11 1,78 24 0,18
CEA
Normal 2,47 2,67 0,66 27% 044 300 27 025 0.001
Positivo <0, *x
Tumor 1,10 1,00 0,49 45% 033 200 27 019
Normal 2,76 2,72 0,22 8% 2,44 3,00 6 0,17
Estadio 1 <0,001**
Tumor 0,78 0,94 0,35 45% 0,11 1,00 6 0,28
Normal 2,53 2,89 0,73 29% 044 300 16 0,36
Estadio 2 <0,001**
Tumor 1,12 1,11 0,49 43% 022 200 16 0,24
Estadio
Normal 2,70 2,89 0,44 16% 167 300 15 0,22 0.001
Estadio 3 <0, *x
Tumor 1,17 1,33 0,50 43% 0,33 1,89 15 0,25
Normal 2,47 2,89 0,63 26% 1,11 300 15 0,32
Estadio 4 <0,001**
Tumor 0,91 0,78 0,50 55% 000 200 15 0,25
Normal 1,67 1,67 0,16 9% 1,56 1,78 2 0,22
Bem 0,042*
Tumor 0,83 0,83 0,08 9% 0,78 0,89 2 0,11
Grau de Normal 2,65 2,89 0,53 20% 044 300 45 0,16
Dif o Moderadamente <0,001**
fferenclagao Tumor 1,09 1,00 0,50 46% 0,00 200 45 0,14
Normal 2,37 3,00 1,09 46% 1,11 3,00 3 1,23
Pouco 0,126
Tumor 0,48 0,67 0,32 67% 0,11 0,67 3 0,36
Normal 2,53 2,78 0,61 24% 044 300 45 0,18
Nao <0,001**
Invas&o Tumor 1,06 1,00 0,46 43% 0,11 2,00 45 0,13
Angiolinfatica s Normal 2,90 2,89 0,12 4% 267 300 7 0,09 0.001
im <0, *k
Tumor 0,81 0,67 0,67 82% 0,00 2,00 7 0,49
Normal 2,61 2,89 0,52 20% 1,11 300 40 0,16
Nao <0,001**
Tumor 1,09 1,00 0,45 41% 022 200 40 0,14
Invasao Perineural Normal 245 2.89 0,79 32% 044 300 11 047
i <0,001**
Sim Tumor 0,86 0,78 0,59 69% 0,00 200 11 035

CV = Coeficiente de variagao. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = niumero total. IC = Intervalo

de confianga.
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4.3.5 Avaliagao comparativa do conteudo tecidual de ocludina entre o tecido normal e com

tumor, com relagao as variaveis observadas

Para essa analise foram excluidos os pacientes estratificados no estadiamento Tis, pois o
namero de doentes neste estadiamento era muito pequeno. Na analise da proteina ocludina,
foram comparados os valores médios encontrados para o seu conteudo nos tecidos normais e
neoplasicos, com base nas seguintes variaveis histopatoldgicas: estadiamento, grau de
diferenciagado tumoral, presencga de invasao angiolinfatica e perineural, além de CEA e CA-19-9
(estes valores foram considerados como positivos quando estavam acima do seu valor de
referéncia, e negativos quando abaixo do valor de referéncia). Foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o conteudo tecidual da proteina ocludina no tecido normal e
tumoral, em praticamente todas as variaveis, exceto nos tumores classificados como bem e pouco

diferenciados. Os resultados sdo demonstrados na Tabela 7.



52

TABELA 7. Andlise comparativa do conteudo tecidual da proteina ocludina entre tecido normal e tumoral e as variaveis

analisadas. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio
Média Mediana cv Min Max n IC P-valor
Padrao
Normal 2,80 2,89 0,35 12% 1,22 3,00 42 0,11
Negativo <0,001**
Tumor 1,06 1,11 0,57 54% 0,00 2,11 42 0,17
CA19-9
Normal 2,57 2,72 0,57 22% 1,11 3,00 10 0,35
Positivo <0,001**
Tumor 1,13 1,17 0,48 42% 0,11 1,67 10 0,30
Normal 2,82 2,94 0,29 10% 1,78 3,00 24 0,12
Negativo <0,001**
Tumor 1,04 1,17 0,62 59% 0,00 1,78 24 0,25
CEA
Normal 2,70 2,89 0,48 18% 1,11 3,00 28 0,18
Positivo <0,001**
Tumor 1,11 1,06 0,49 44% 0,11 2,11 28 0,18
Normal 2,79 2,89 0,25 9% 2,33 3,00 7 0,19
Estadio 1 <0,001**
Tumor 0,73 1,00 0,66 90% 0,00 1,67 7 0,49
Normal 2,81 2,94 0,32 12% 1,78 3,00 16 0,16
Estadio 2 <0,001**
Tumor 1,06 1,11 0,57 53% 0,00 2,11 16 0,28
Estadio
Normal 2,81 2,89 0,20 7% 2,44 3,00 15 0,10
Estadio 3 <0,001**
Tumor 1,16 1,11 0,55 47% 0,00 2,00 15 0,28
Normal 2,64 2,89 0,63 24% 1,11 3,00 15 0,32
Estadio 4 <0,001**
Tumor 1,13 1,22 0,44 39% 0,33 1,89 15 0,22
Normal 2,59 2,67 0,34 13% 2,22 2,89 3 0,38
Bem 0,069
Tumor 0,70 0,78 0,67 95% 0,00 1,33 3 0,76
Normal 2,80 2,89 0,34 12% 1,22 3,00 45 0,10
Grau de Diferenciagdo Moderadamente <0,001**
Tumor 1,10 1,11 0,53 48% 0,00 2,11 45 0,15
Normal 2,33 2,89 1,06 45% 1,11 3,00 3 1,20
Pouco 0,154
Tumor 0,59 0,78 0,53 89% 0,00 1,00 3 0,59
Normal 2,74 2,89 0,42 15% 1,11 3,00 46 0,12
Nao <0,001**
Tumor 1,11 1,11 0,55 50% 0,00 2,11 46 0,16
Invasdo Angiolinfatica
Normal 2,89 3,00 0,20 7% 2,44 3,00 7 0,15
Sim <0,001**
Tumor 0,78 0,67 0,41 53% 0,33 1,33 7 0,30
Normal 2,73 2,89 0,44 16% 1,11 3,00 41 0,14
Nao <0,001**
Tumor 1,13 1,11 0,54 48% 0,00 2,11 41 0,16
Invaséo Perineural
Normal 2,82 2,89 0,19 7% 2,44 3,00 11 0,11
Sim <0,001**
Tumor 0,89 0,89 0,51 58% 0,00 1,89 11 0,30

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = numero total. IC = Intervalo

de confianga.
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4.3.6 Variancia do conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em comparagao com o grau

de diferenciagao tumoral

Nao foi observada diferencga estatisticamente significante entre a variagcao das médias do
conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina nos diferentes graus de diferenciagao, como pode ser

observado na Tabela 8 e na Figura 16.

TABELA 8. Variagdo das médias do conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em relagdo ao grau
de diferenciagéo nos tecidos normal e neoplasico. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio P-
Diferenciagao Média Mediana CV  Min Max n IC
Padrao valor
Bem 2,33 2,39 0,78 33% 1,56 3,00 4 0,76
Claudina
Moderadamente 2,61 2,89 0,58 22% 0,44 3,00 47 0,17 0,578
normal
Pouco 2,37 3,00 1,09 46% 1,11 3,00 3 1,23
. Bem 0,83 0,83 0,08 9% 0,78 0,89 2 0,11
Claudina
neoplasic Moderadamente 1,09 1,00 0,50 46% 0,00 2,00 45 0,14 0,105
° Pouco 0,48 0,67 0,32 67% 0,11 0,67 3 0,36
Bem 2,69 2,78 0,34 13% 2,22 3,00 4 0,34
Ocludina
Moderadamente 2,80 2,89 0,34 12% 1,22 3,00 46 0,10 0,135
normal
Pouco 2,33 2,89 1,06 45% 1,11 3,00 3 1,20
. Bem 0,70 0,78 0,67 95% 0,00 1,33 3 0,76
Ocludina
neoplasic Moderadamente 1,11 1,1 0,53 47% 0,00 2,11 46 0,15 0,147
° Pouco 0,59 0,78 0,53 89% 0,00 1,00 3 0,59

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = ndmero total. IC = Intervalo de confianca.
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-

FIGURA 17. Grafico do conteudo tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina em relagdo ao grau de

diferenciagédo tumoral. Fonte: Dados coletados pelos autores.

4.3.7 Correlagao entre o conteudo tecidual claudina-3 e ocludina e o valor sérico de CEA e
CA19-9

A correlagao entre o valor sérico de CEA e o conteudo tecidual das proteinas demonstrou
que, quanto maior o valor de CEA, menor é o conteudo tecidual de ocludina em tecido
normal/saudavel e vice-versa, verificando-se uma correlagdo moderada (Tabela 9). Ja a
correlagao do nivel sérico de CA-19.9 e o conteudo tecidual de ambas as proteinas demonstrou
que, quanto maior o valor de CA19-9, menor sera o conteudo tecidual de claudina-3 em tecido

saudavel (Tabela 9).
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TABELA 9. Correlagao entre o conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina e o valor sérico de CEA e CA-

19-9. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Claudina-3 Claudina-3 Ocludina Ocludina

Normal Tumor Normal Tumor

Corr (r) -0,198 -0,101 -0,480 0,067
CEA
P-valor 0,148 0,482 <0,001** 0,632
Corr (r) -0,272 -0,119 -0,181 0,080
CA19-9

P-valor 0,044* 0,404 0,190 0,569

Corr = correlagéo. *p < 0,05. **p<0,01.

4.3.8 Correlagao entre o conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina e o estadiamento

clinico patolégico

Nao houve diferenca estatisticamente significante, ou seja, ndo ha relagéao entre o contetdo

tecidual das proteinas claudina-3 e ocludina e o estadiamento clinico patolégico (Tabela 10).

TABELA 10. Correlacao entre o conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina e o estadiamento clinico

patoldgico. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Claudina Claudina Ocludina Ocludina

Normal Tumor Normal Tumor
Corr (r) -0,022 0,012 -0,192 0,132

Estadio clinico + patologico
P-valor 0,872 0,934 0,157 0,336

Corr = correlagao.

4.3.9 Avaliagao comparativa do conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina e as variaveis

clinicas

Dentre as variaveis clinicas estudadas, o unico fator de risco que apresentou significancia
estatistica na comparagao com o conteudo tecidual foi o etilismo, que apresentou um menor
conteudo de claudina-3 no tecido com adenocarcinoma, como pode ser observado nas Tabelas
de 11 a 17.
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TABELA 11. Comparacao entre sexo e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido normal e

tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio

Média Mediana Min Max n IC P-valor
Padrao
Claudina Feminino 2,58 2,89 057 22% 0,89 300 31 0,20 220
Normal Masculino 2,55 2,89 066 26% 044 300 26 0,25 '
Claudina Feminino 1,09 1,00 047  43% 022 200 27 0,18 S 70
Tumor Masculino 0,97 0,89 051 52% 0,00 200 26 0,19 '
Ocludina Feminino 2,77 2,89 036 13% 122 300 31 0,13 Sos
Normal Masculino 2,76 3,00 044 16% 111 3,00 25 0,17 '
Ocludina Feminino 1,07 1,22 058 54% 0,00 1,89 29 0,21  sar
Tumor Masculino 1,09 1,06 051 47% 0,00 211 26 0,20 '

)

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.

TABELA 12. Comparacgao entre etilismo e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido normal e

tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio
Média Mediana Padrs Min  Max n IC P-valor
aarao
Claudina Nao 2,59 2,89 056 21% 0,89 300 51 0,5
0,320
Normal Sim 2,33 2,72 096 41% 044 300 6 077
Claudina Nao 1,08 1,00 0,48  44% 0,00 200 47 0,14
0,041*
Tumor Sim 0,65 0,61 0,41 64% 011 122 6 033
Ocludina Nao 2,78 2,89 0,39 14% 1,11 300 50 0,11
0,595
Normal Sim 2,69 2,89 0,47 18% 1,78 300 6 0,38
Ocludina Nao 1,12 1,11 054  48% 0,00 211 49 0,15
0,121
Tumor Sim 0,76 0,94 048 64% 000 122 6 0,39

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = ndmero total. IC = Intervalo de confianga.

*p < 0,05.
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TABELA 13. Comparacao entre tabagismo e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido normal

e tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio

Média Mediana Padriio (47) Min Max n IC P-valor

Claudina Ndo 245 2,67 062 25% 089 300 33 021

Normal Sim 273 2,94 055 20% 044 300 24 0,22 .
Claudina Ndo 1,10 1,00 044  40% 033 200 31 0,6

Tumor Sim 0,93 0,83 054 58% 000 200 22 022 o
Ocludina Ndo 277 2,89 03  13% 1,11 300 33 0,12

Normal Sim 276 3,00 044 16% 122 300 23 0,8 oo
Ocludina Ndo 1,10 1,11 051  46% 000 200 32 0,8

Tumor Sim 1,05 1,11 060 57% 000 211 23 024 078

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.

TABELA 14. Comparacgao entre as doengas associadas e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em

tecido normal e tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Média Mediana Desvio Ccv Min Max n IC P-valor
Padrao

Claudina Nao 2,58 2,67 0,70 27% 044 300 13 0,38
Normal Sim 2,56 2,89 059 23% 089 300 44 0,17 0%
Claudina Nao 1,06 1,06 050 47% 033 167 12 0,28
Tumor Sim 1,02 1,00 049  48% 000 200 41 015 0102
Ocludina Nao 2,88 2,89 0,15 5% 256 300 13 0,08
Normal Sim 273 2,89 044  16% 111 300 43 0,13 0:240
Ocludina Nao 1,10 1,22 063 57% 000 200 13 0,34
Tumor Sim 1,08 1,11 052  48% 0,00 211 42 0,16 081

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.
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TABELA 15. Comparacéo entre presenga de Diabetes Mellitus e o conteudo tecidual de claudina-3 e

ocludina em tecido normal e tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio
Média Mediana Min Max n IC P-valor
Padrao
Claudina Ndo 2,62 2,89 059  23% 044 300 48 0,17
0,147
Normal Sim 2,30 2,00 065 28% 156 300 9 043
Claudina Ndo 1,04 1,00 0,48  46% 000 200 44 0,14
0,613
Tumor Sim 0,95 0,78 052 55% 044 200 9 0,34
Ocludina Ndo 2,80 2,89 035 12% 1,11 300 47 0,10
0,147
Normal Sim 2,59 2,89 056 22% 122 300 9 037
Ocludina Ndo 1,07 1,11 058 54% 0,00 211 46 0,17
0,646
Tumor Sim 1,16 1,11 030 26% 078 178 9 0,20

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.

TABELA 16. Comparacao entre presenca de HAS e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido

normal e tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Média Mediana Desvio Min Max n IC P-valor
Padrao

Claudina Nao 2,52 2,67 065 26% 044 300 26 025
Normal Sim 2,61 2,89 057 22% 111 300 31 0,20 oo0d
Claudina Nao 1,05 0,94 047  45% 022 200 24 019
Tumor Sim 1,01 1,00 051 50% 000 200 29 0,18 o7
Ocludina Nao 2,78 2,89 036  13% 1,22 300 26 014
Normal Sim 276 2,89 042 15% 111 300 30 0,15 0060
Ocludina Nao 1,08 1,11 057 53% 000 200 25 022
Tumor Sim 1,09 1,11 053 48% 000 211 30 0,19 0930

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.
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TABELA 17. Comparacao entre obesidade e conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina em tecido normal

e tecido com adenocarcinoma. Fonte: Dados coletados pelos autores.

Desvio

Média Mediana . cv Min  Max n IC P-valor
Padrao

Claudina Nao 2,57 2,89 062 24% 044 300 53 0,17
0,747

Normal Sim 247 2,50 0,37 15% 2,00 289 4 0,36

Claudina Nao 1,03 1,00 0,50 49% 0,00 2,00 49 0,14
0,727

Tumor Sim 0,94 0,94 0,23 24% 0,67 1,22 4 0,23

Ocludina Nao 2,77 2,89 0,40 15% 1,11 300 52 0,11
0,811

Normal Sim 272 2,72 0,23 8% 244 300 4 0,23

Ocludina Nao 1,08 1,11 056 52% 0,00 211 51 0,5
0,750

Tumor Sim 1,17 1,11 029 25% 089 156 4 0,29

CV = Coeficiente de variagdo. Min = valor minimo. Max = valor maximo. n = nimero total. IC = Intervalo de confianca.
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4 DISCUSSAO

O cancer colorretal do tipo adenocarcinoma ocupa a terceira posi¢ao dentre as neoplasias
responsaveis por obitos no Brasil, tanto em homens quanto em mulheres (44). A disseminacgao
metastatica tumoral esta diretamente relacionada com a sobrevida destes pacientes, estando
presente em 90% dos que evoluem para ébito. Sendo assim o desenvolvimento de metastases a

distancia é considerada a variavel com maior impacto na sobrevida dos doentes (45).

Em torno de Y4 dos pacientes com neoplasia colorretal ja apresentam metastases no
momento do diagndstico da doenga (45). Estudo retrospectivo com 952 pacientes, submetidos a
tratamento cirargico no Memorial Sloan Kettering Cancer Center, mostrou que 27% dos pacientes
operados evoluiram com metastases hematogénicas nos primeiros dois anos apés a intervencao
(46).

O tratamento do cancer colorretal € baseado no estadiamento da doenca, definido pela
82. edicao do AJCC Cancer Staging Manual, por meio de exames clinicos e laboratoriais (47).
Apds o tratamento cirdrgico, realiza-se o estudo histopatoldgico, onde se estabelece uma melhor
acuracia entre o estadiamento e o prognéstico do doente. Contudo, o estadiamento TNM
apresenta algumas limitagbes para definir o prognéstico do cancer colorretal, conforme
observado por O’'Connel e Maggard (48). Os autores mostraram que cerca de 30 a 40% dos
pacientes estratificados nos estadios | e |l da classificagdo TNM desenvolveram metastases nos

meses subsequentes ao tratamento cirurgico, principalmente nos primeiros dois anos.

O estudo histopatolégico permite avaliar outras variaveis, além da invasao do tecido tumoral
e da presenca de metastases linfonodais. Quah, Chou e Gonen et al. (21), publicaram um estudo
prospectivo que analisou outras variaveis clinicas e histopatolégicas em portadores de cancer de
célon estadio Il (21). Os autores identificaram que a presenga de invasao angiolinfatica ou
perineural, um tumor T4 (aqueles que comprometem estruturas ou érgaos adjacentes ao tumor
primario), ou presenca de CEA acima de 5 ng/mL, sdo variaveis independentes que afetam a
sobrevida do doente em cinco anos. A presenca de duas ou mais variaveis consideradas de mau
prognéstico reduz a sobrevida em cinco anos do doente de 95% para 57% (21). Portanto, o estudo
criterioso dessas variaveis é essencial para identificar pacientes que cursam com alto risco para
o desenvolvimento de metastases, possibilitando complementagao terapéutica com a indicacao

de quimioterapia adjuvante (3).

Apesar dos avangos terapéuticos nas ultimas décadas, o tratamento do CCR com
disseminacao metastatica ainda representa um grande desafio. A cascata metastatica e suas

etapas se encontram bem estabelecidas, todavia, as intera¢gdes imunogénicas e bioquimicas do
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mecanismo que inicia e promove o processo molecular para desenvolvimento das metastases

ainda nao estao completamente esclarecidos.

Durante o processo celular de invasdao e metastase, as células neoplasicas
necessariamente tém que se desprender do sitio tumoral primario, transformando o epitélio em
tecido mesenquimal de transicado. Essa etapa é primordial para que as demais fases do processo
de carcinogénese ocorram. Essa transformagao tecidual que ocorre no tumor primario é
acompanhada por diminui¢ao da expressao tecidual das proteinas claudina e ocludina, principais
constituintes das JO intercelulares (49). O crescimento tumoral decorre, primeiramente, da perda
de fungao da JO, tanto de barreira mecanica quanto de polarizagdo celular. Quando essas
funcdes sao perdidas, fatores de crescimento existentes na membrana apical podem se ligar a
receptores localizados na membrana basolateral das células, tendo como consequéncia o
crescimento celular desordenado. O segundo fator estéa relacionado ao mecanismo de sinalizacao
de transdugdo relacionado a outras moléculas. Uma das vias apontadas é a ativagcado da
transcricao de fatores que controlam a expressao de proteinas presentes nas jungdes aderentes,
como a E-caderina e as proteases (metaloproteinases) degradantes do epitélio mesenquimal de

transicao (25,45,50).

A teoria do aumento de permeabilidade celular nas JO nos tecidos neoplasicos é
corroborada pela literatura. Soler, Miller e Laughlin et al. (51), estudaram espécimes de tecido
colorretal de humanos e ratos com e sem adenocarcinoma através de difusdo de elétrons de
ruténio por microscopia éptica, demonstrando que existe aumento da permeabilidade das JO em

tecidos colicos com adenocarcinoma quando comparados ao tecido normal.

As proteinas da familia das claudinas foram identificadas como a principal componente
estrutural das JO, com funcao determinante na condugéo de ions para o espago paracelular. A
mudang¢a da composicao da claudina em qualquer tecido existente ja demonstrou afetar a
permeabilidade e seletividade das JO. Todavia, as claudinas ndo sao expressas de forma
uniforme nos diferentes tecidos, e cada um deles expressa diferentes tipos de claudina,
explicando o porqué de ainda ndo se compreender completamente o papel de cada subtipo de
claudina nas diferentes células. Da mesma forma, pouco se sabe a respeito dos mecanismos
pelos quais esses diferentes tipos de claudinas interagem para favorecer uma permeabilidade

celular especifica (52).

As claudinas -1, -3, -4, -7 e -8 sao as principais proteinas presentes nas JO do epitélio célico
(53). Ahmad, Kumar e Chen et al. (54), analisaram em tecido célico normal de ratos a expressao

de claudina -1, -2, -3, ocludina, ZO-1, E-caderina, beta-catenina e integrina beta-1, pela técnica
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de western-blot, verificando que a claudina-3 era o subtipo presente em maior quantidade nas JO
do tecido célico. Todavia, a técnica de western-blot utilizada pelos autores permite apenas avaliar
o conteudo total da proteina no tecido, ndo permitindo avaliar o local da célula onde a proteina

se expressava em maior quantidade.

A claudina-3 é essencialmente uma proteina de bloqueio da permeabilidade celular.
Estudos in vitro demonstram que o0 aumento da expressao de claudina-3 aumenta a resisténcia
da permeabilidade paracelular, e que sua auséncia reduz drasticamente a permeabilidade (52).
Um destes estudos bloqueou a expressao de claudina-3 em epitélio gastrico, resultando em
reducdo de 70% da resisténcia transepitelial (55). J& se demonstrou que camundongos
nocauteados para producéo de claudina-3 morrem em 24 horas em consequéncia do grave

disturbio hidroeletrolitico que se instala pela falta da principal constituinte das JO (44).

O papel da claudina-3 no mecanismo de permeabilidade celular esta bem estabelecido (56),
contudo o papel da proteina na etapa de invasao celular e metastases ainda € pouco estudado.
Assim, tornou-se necessario conhecer melhor como se comporta o conteudo tecidual e as

eventuais modificagdes no local de expressao da claudina-3 em portadores de cancer colorretal.

No presente estudo observou-se que, no tecido colico normal, a maior expressdo da
claudina-3 estava localizada na porcéao latero-apical da membrana celular, local onde existe as
JO. Todavia, ao avaliar-se o local de expressao tecidual da claudina-3 no tecido com
adenocarcinoma, observou-se que em muitos doentes nao era possivel detectar a presenga de
claudina-3 nas membranas celulares. Nesses doentes, o maior contingente de claudina-3 era
detectado no citoplasma e no estroma tecidual. Esses mesmos achados foram observados por
Ahmad, Kumar e Chen et al. (54), ao analisarem 250 espécimes de tecido de pacientes com
adenocarcinoma colorretal. Em seu estudo utilizando técnica imuno-histoquimica, os autores
também encontraram maior concentragao da proteina na porgao latero-apical do tecido normal,
enquanto no tecido neoplasico a expressao da proteina, quando presente, era detectada no
citoplasma e nucleo celular. Varias sao as explicagdes plausiveis para essas diferencas de
expressao quando se compara a célula normal da neoplésica. E possivel que na célula neoplasica
exista menor regulagcao expressao do gene CLDNS3, responsavel pela transcricdo da proteina
claudina-3, nos tecidos neoplasicos. Da mesma forma é possivel que a sinalizagdo da proteina
apos a sua vacuolizagdo do complexo de Golgi esteja comprometida, fazendo com que a proteina
ndo seja direcionada & porgéo apico-lateral da membrana celular. E possivel ainda, que o menor
conteudo de claudina-3 nas membranas celulares possa estar relacionado a sua maior destruicao

consequente ao maior processo inflamatério habitualmente encontrado nos tecidos neoplasicos.
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Essa possibilidade fica mais evidente com os resultados de estudos que demonstraram que nos
tecidos inflamados como ocorre nos portadores de retocolite ulcerativa ou doenga de Crohn,
existe uma menor quantidade do conteudo de claudina-3 no tecido inflamado quando comparado
ao tecido normal (57). Martinez et al. demonstraram experimentalmente que a simples deficiéncia
no suprimento de acidos graxos de cadeia curta ao epitélio coldnico, € capaz de induzir o
aparecimento de processo inflamatério mucoso com reducdo acentuada do conteudo das
proteinas que formam as JO, particularmente do conteudo de claudina-3 (20). Também
mostraram que a menor concentragao da proteina ocorre justamente nas porg¢des apico-laterais

das células do epitélio colénico (20).

Apesar de estar bem estabelecido na literatura que as doencgas inflamatérias intestinais
sdo fatores de risco para o aparecimento de adenocarcinoma colorretal, ainda existe muita
controvérsia com relagao ao papel desempenhado pela perda da fungéo das JO no processo
inflamatério, assim como na carcinogénese. Estudos sugerem que as alteragdes encontradas nas
JO precede o processo inflamatdério, e consequentemente o neoplasico (58,59). Tanaka, Takechi
e Kiyonari et al. (60), realizaram o bloqueio da expressdo da proteina claudina-7 em ratos
observando que, na sua auséncia, havia aumento da permeabilidade celular a solutos de
produtos bacterianos. Como consequéncia, ocorre o desenvolvimento de processo inflamatdrio
intestinal devido ao aumento do infiltrado de neutréfilos e citocinas inflamatdrias na lamina propria
pela alteragdo da integridade epitelial. A migracao de antigenos e bactérias para o interior da
barreira epitelial danificada perpetua o estimulo a maior migracao neutrofilica, com producgao
aumentada de espécies reativas de oxigénio determinando maior estresse oxidativo tecidual. Ja
se demonstrou que o estresse oxidativo do DNA de células do epitélio intestinal, danifica bases
nitrogenadas favorecendo o surgimento de erros de pareamento de bases e, consequentemente,
o0 desenvolvimento de mutagdes (69). Estudos mostraram que os tecidos cronicamente
inflamados pelo maior grau de estresse oxidativo, sofrem mutagdes em proteinas responsaveis
pelo controle do ciclo celular, bem como modificacdo no padrdo de expressao de diversas

proteinas relacionadas aos mecanismos de adesédo celular (20, 68).

Independentemente do processo que ocorra primeiro, se a perda da fungédo da JO ou a
inflamacao, o fato € que em condic¢bes inflamatdrias ocorre aumento da permeabilidade celular.
E este aumento da permeabilidade permite que ocorra uma alteragdo na regulagdo do ciclo
celular, além de alteracbes epigenéticas, que promovem o desenvolvimento de um
microambiente favoravel a progressao das diferentes etapas da carcinogénese, apesar do

conteudo de claudina-3 ser menor nos tecido com inflamacéo crénica (57). Mees, Mennigen e
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Spieker et al. (61), investigaram as proteinas de adesao e jungao celular em portadores de cancer
colorretal com histdria prévia de retocolite ulcerativa. Constataram que as claudinas-1, -3, -4 e a
B-catenina apresentaram maior expressao no tecido neoplasico quando comparado ao tecido
“saudavel” destes pacientes. Constataram ainda que a expressao tecidual de claudina-2 nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa entre os tecidos. De modo distinto, outros
estudos demonstraram que existe elevagdo do conteudo tecidual das claudinas-1 e -2 em
portadores de doenca inflamatdria intestinal e cancer colorretal (62,63). E possivel que esses
resultados contraditérios possam estar relacionados a metodologia adotada para a avaliagdo da

expressao tecidual das proteinas, bem como o método utilizado para quantificar as proteinas.

Os principais estudos que avaliaram a expressado e o conteudo tecidual de claudina-3,
comparando o tecido colénico com adenocarcinoma com o tecido saudavel, também apresentam
resultados conflitantes. De Oliveira, de Oliveira e de Souza et al. (64), em seu estudo com 12
espécimes de tecido de colon normal e com adenocarcinoma. Constataram que a expressao das
claudinas-1, -3 e -4 foi regulada positivamente em 5,7, 1,5 e 2,4 vezes, respectivamente, nos
tecidos tumorais colorretais quando comparados com os tecidos normais. Verificaram que
embora as proteinas componentes das JO pudessem ser encontradas no epitélio neoplasico, sua
funcdo de barreira mostrava-se alterada. Apesar da maior expressdao de claudinas, a
permeabilidade paracelular mostrava-se aumentada com desorganizacao significativa das JO
(59).

Outro estudo avaliando 41 pacientes com CCR submetidos a tratamento cirdrgico analisou
o conteudo tecidual de ocludina, ZO-1, ZO-2 e claudinas -1, -2, -3, -4 e -5 pela técnica de PCR-
RT, com analise de seu conteudo tecidual por técnica de imuno-histoquimica. Os autores
observaram aumento da expressao da claudina-1 e -2 nos tecidos com neoplasia em relagao ao
tecido normal, enquanto as claudinas-3 e -4, ndo apresentaram aumento da sua expressao de
forma significativa (31). O estudo constatou ainda que ocorria maior expressao de claudina -1 em
tumores que invadiam a camada muscular propria quando comparados aqueles restritos a
mucosa. Os autores constataram ainda, maior expressao da proteina nos tumores localizados
nas por¢des mais distais do colon, quando comparados aos tumores com localizagdo proximal.
Por fim, ndo encontraram relagdo entre o aumento da expressédo da claudina-3 com outras
variaveis clinicas e patoldgicas como a presenca de metastase linfonodal ou hematogénica, além
dos valores do CEA (37). Contudo, estudos que utilizam a técnica da PCR-RT nao permitem

identificar o local exato onde a proteina se expressa nos tecidos. Foi por esta razdo que
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preferimos utilizar a técnica imuno-histoquimica, pois além de identificarmos com precisao o local

de expressao da proteina nos tecidos, ainda seria possivel quantifica-lo.

Estudo avaliando espécimes obtidos de 22 pacientes com cancer colorretal submetidos a
resseccao cirdrgica demonstrou, pela técnica de imuno-histoquimica, que a claudina-3
apresentava maior conteldo tecidual no tecido neoplasico em comparagao ao tecido normal.
Esses resultados sdo opostos ao encontrado no presente estudo. Os autores constataram que a
maior expressao de claudina-3 nao mostrava correlagdo com variaveis clinicas como sexo, idade,
localizagdo e tamanho do tumor. Todavia, nos tumores pouco diferenciados, naqueles doentes
com disseminacéo linfonodal e nos doentes que apresentaram recidiva da doengca em 36 meses,
os autores verificaram que eles cursavam com maior conteudo tecidual quando comparados
aqueles que n&o possuiam tais caracteristicas. Talvez, o pequeno numero de doentes estudados

possa explicar esses achados.

Na contramé&o desses autores, Ahmad, Kumar e Chen et al. (54), em estudo com cultura de
células de CCR obtidas a partir de tecido cdlico de ratos, e em 250 espécimes de tecido cdlico
humano com e sem adenocarcinoma, encontraram reducéo significativa do conteudo da claudina-
3 na membrana latero-apical das células neoplasicas em comparacao ao tecido saudavel. A
expressao e o conteudo da proteina foram analisados por técnicas de m-RNA e imuno-
histoquimica. Além de encontrarem reducdo no conteudo de claudina-3 no tecido neoplasico,
mostraram que ocorria correlagao positiva com a sobrevida dos doentes, e que quanto maior o
conteudo tecidual de claudina-3 maior era a sobrevida do doente. Mostraram ainda que a
presenca de metastase era uma variavel, quando presente, que se relacionava com um conteudo
tecidual de claudina-3 significativamente menor. Estes resultados s&do similares aos encontrados
no presente estudo, quando se identificou menor conteudo tecidual de claudina-3 nos tecidos
com adenocarcinoma quando comparados aos tecidos normais. Entretanto, neste estudo, nao
encontramos correlagao dentre o conteudo de claudina-3 e o estadiamento da doenga. E possivel

que esse resultado possa estar relacionado ao numero de doentes incluidos no presente estudo.

A presenga ou nao de outros fatores de risco para o pior prognéstico da doenca, como a
presenga de invasdo angiolinfatica ou perineural, e a positividade dos marcadores tumorais
séricos, também influenciaram no conteludo tecidual da claudina-3. Nos doentes portadores de
tumores pouco diferenciados ndo encontramos diferenga estatistica quanto a quantidade do
contetdo da claudina-3 nos tecidos neoplasicos em relacdo ao tecido normal. E possivel que
esses achados estejam relacionados ao pequeno numero de doentes com tumores pouco

diferenciados considerados na presente casuistica (n = 3). A despeito da auséncia de diferenca
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estatisticamente significante, acreditamos que este resultado nao reflete a total realidade.
Acreditamos que uma analise feita com um numero maior de doentes com tumores pouco

diferenciados talvez pudesse apresentar resultados diferentes aos encontrados.

Outras variaveis clinicas como sexo, idade, presenca de doengas como o diabetes mellitus,
hipertensao arterial sistémica, obesidade e tabagismo, também nao apresentaram relagdo com
conteudo tecidual da claudina-3, tanto no tecido normal quanto no tecido com adenocarcinoma.
De modo distinto, verificamos que o etilismo parece influenciar a quantidade do conteudo tecidual

da claudina-3 no tecido com adenocarcinoma.

O consumo de alcool é um fator reconhecidamente relacionado a carcinogénese colorretal,
decorrente da metilagdo do etanol em acetaldeido. O acumulo de acetaldeido no célon provoca
diversas alteracbes teciduais, como o aumento da produgéo de radicais livres que favorecem a
migracao de citocinas inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral e a interleucina-6, além de
alterar a microbiota intestinal, favorecendo o crescimento de bactérias gram negativas. O alcool
promove ainda a expressao de enzimas proteoliticas e a ativagdo da sinalizagdo de um fator de
crescimento do epitélio mesenquimal de transi¢ao, induzindo a ruptura das JO com consequente

aumento da permeabilidade paracelular (65).

O etanol também pode ser convertido em fosfodietanol por meio de sua ligagdo com
fosfolipides, e 0 acumulo desta substancia tem um importante papel nas alteragbes induzidas
pelo alcool nas JO. O consumo de alcool leva a separagao da proteina ZO-1 presente nas JO,
resultando na formacgao de grandes espacgos intercelulares, o que aumenta a permeabilidade
celular (66). Um estudo demonstrou que o alcool é capaz de induzir uma menor expressao da
claudina -2 e -4 em tecidos cdlicos saudaveis, apontando para a capacidade deletéria do alcool
em promover a quebra da JO. Um dado interessante observado no presente estudo é a menor
quantidade de claudina-3 no tecido com adenocarcinoma em pacientes etilistas em relacéo aos
nao etilistas, corroborando com a hipétese de haver uma disfuncdo da JO em pacientes que
consomem bebidas alcodlicas regularmente. Contudo, esses achados devem ser avaliados com
cuidado, pois ndao se estabeleceu um critério para separar etilistas contumazes dos etilistas
sociais. Essa limitagdo decorre da transcricido dos dados de prontuario onde o doente foi apenas

questionado durante a anamnese se fazia ou nao o uso regular de bebidas alcodlicas.

O papel da ocludina na JO ainda nao foi completamente entendido na carcinogénese
colorretal. Apesar de ter sido a primeira proteina constituinte das JO a ser descrita em 1993 (56),
€ sabido que se encontra presente em todas as JO, e que a sua fosforilagdo esta relacionada a

dindmica de regulagdo da fungcdo da JO. No entanto, sua fungdo como proteina de barreira
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epitelial ainda apresenta resultados contraditorios (52). Culturas de células epiteliais in vitro onde
existe auséncia de ocludina ainda se mostram capazes de construir uma JO morfoldgica e
funcionalmente normal. Todavia, se a ocludina estiver presente em abundéancia nas JO, ela é
capaz de aumentar a resisténcia transepitelial (67). Ratos geneticamente modificados que nao
expressam ocludina apresentaram o epitélio gastrico com inflamagao crénica, hiperplasia celular
e completa perda das células parietais, causando uma inabilidade de secretar acido gastrico,

embora as células do epitélio intestinal ndo demonstrassem alteragéo funcional (68).

O estudo do conteudo tecidual da ocludina em tecidos com adenocarcinoma de célon pode
contribuir com um melhor entendimento do papel desta proteina presente nas JO nos portadores

de cancer colorretal, bem como nas doencas inflamatérias intestinais.

Martinez, et al. (26) estudaram, por meio de técnica imuno-histoquimica, o conteudo
tecidual de ocludina em tecidos célicos de ratos providos e desprovidos de transito fecal.
Demonstraram que a ocludina se expressa de maneira mais evidente na membrana apical.
Mostraram que no tecido coélico desprovido de transito fecal, ocorre redugdo do conteudo da
proteina na regido apical do epitélio intestinal. Resultado semelhante foi encontrado por
Kucharzik, et al. (69), em seu estudo com tecido colorretal humano com e sem doencga
inflamatéria intestinal. Os autores constataram que no tecido normal, a ocludina também se
expressava com maior evidéncia na membrana apical, enquanto no tecido inflamado havia
acentuada redugao do seu conteido no mesmo local. No presente estudo, identificamos que
ocorria maior expressao tecidual da ocludina na membrana latero-apical das células do epitélio
célico. De modo distinto, no tecido neoplasico, quando a proteina estava presente, sua maior
expressao se dava no citoplasma celular das células neoplasicas, a semelhanga do que ocorria

com a expressao da claudina-3.

Um dos primeiros estudos que mensurou o conteldo tecidual de ocludina em tecidos com
adenocarcinoma colorretal foi publicado em 1997 (70). Nele, os autores avaliaram, por técnica
imuno-histoquimica, a expressao de ocludina em 12 espécimes de tecido humano com e sem
neoplasia. Demonstraram que ocorria redugao significativa do conteudo de ocludina nos tecidos
com adenocarcinoma quando comparados ao tecido normal. Ainda, mostraram que existia uma
correlagdo negativa com o estadiamento do tumor. Tumores com pior grau de diferenciacao

celular apresentavam tendéncia a cursarem com menor expressao da proteina.

Posteriormente, Resnick et al. (39), realizaram estudo analisando 129 espécimes de tecido
colorretal com e sem adenocarcinoma de pacientes pertencentes ao estadio Il da classificacao

TNM. Mostraram que a expressao de ocludina no tecido neoplasico apresentava conteudo
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semelhantes nos tecidos normal e neoplasico em 57% dos doentes sem diferenga estatistica
entre eles. Contudo, ja chamavam a atengao, para uma tendéncia a maior expressao de ocludina

nos tumores pouco diferenciados.

No presente estudo, encontramos menor conteldo tecidual de ocludina nos tecidos com
adenocarcinoma colorretal em comparacao ao tecido saudavel. Quando comparamos esse
conteudo nas diferentes variaveis estudadas notamos que nos tumores bem e pouco
diferenciados, nao existia diferenga estatisticamente significante. Porém, vale ressaltar, da
mesma forma como descrevemos com a analise da claudina-3, que a amostra considerada em
nosso estudo possuia um numero muito pequeno de pacientes com tumores pouco (n = 3) e bem
diferenciados (n = 3), impedindo a realizagdo de uma comparagao com poder estatistico
confidvel. Todavia, quando avaliamos a varidncia entre as médias do conteudo tecidual de
ocludina entre os diferentes graus de diferenciacao celular, encontramos sempre menor contetdo

no tecido tumoral quando comparado ao conteudo do tecido normal.

Outro aspecto interessante e inédito identificado no presente estudo foi a correlacao
negativa entre o conteudo tecidual de ocludina e os niveis séricos do CEA nos tecidos normais.
Como se sabe, o CEA é uma imunoglobulina, pertencente a familia das moléculas de adesao
celular, cuja sua principal fung&o é a contribuir para maior adeséo intercelular dos tecidos de todo
o trato gastrointestinal (71). Apesar de nao ser um marcador especifico para o cancer colorretal,
seu nivel sérico apresenta forte correlagdo com o prognéstico da doencga. Pacientes que, durante
os exames de estadiamento, apresentam valores muito elevados do CEA, geralmente podem
apresentar doenga metastatica. Martinez et al. (72), mostraram que o nivel sérico do CEA se
eleva a medida que os tumores apresentavam piora do grau de diferenciacao celular. Mostraram
ainda que os valores do CEA eram mais elevados a medida que as células neoplasicas
apresentavam perda das caracteristicas morfofuncionais, perda da capacidade de polarizagdo do
CEA, nas neoplasias com maior grau de invasao celular e naqueles doentes onde o estadiamento

TNM era mais avangado.

Ja a claudina-3 ndo se mostrou correlacionada aos niveis séricos do CEA. No entanto,
apresentou correlagao negativa com o CA-19.9 nos tecidos normais de portadores de CCR, outro
resultado ainda nao descrito na literatura. Esses resultados sugerem que nestes doentes com
presenca de marcadores tumorais elevados ha possivel alteracdo das proteinas da jungao de
oclusdo nado somente no tecido tumoral como no tecido normal distante da lesdo. Uma das
hipoteses para que o mecanismo de extravasamento de células cancerigenas no tecido do novo

sitio tumoral seja bem-sucedido seria um desarranjo estrutural da juncao de oclusao. Estes dados
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corroboram com a hipétese de haver um desarranjo estrutural da JO antes de haver a presenca

de células cancerigenas locais em pacientes com marcadores tumorais elevados.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a menor expressao das
proteinas claudina-3 e ocludina nas membranas apico-laterais das células neoplasicas possa
estar relacionada a menor adesao das células neoplasicas no tecido tumoral. Em outras palavras,
essa menor adesao poderia ser uma explicagao plausivel para a maior possibilidade de migracao
dessas células para o interior de vasos sanguineos e linfaticos. A penetragdo mais facil dessas
células neoplasicas no interior do sistema angiolinfatico poderia ser uma evidéncia para a maior
possibilidade de metastases linfonodais e a distancia. Todavia, essa hipotese ainda merece

investigagdo mais detalhada com estudo que avalie um maior nimero de doentes.

E importante considerar que presente estudo apresenta algumas limitacdes metodoldgicas.
Trata-se de um estudo transversal retrospectivo, onde os doentes foram inseridos de forma
progressiva. Nao se obteve equidade na sele¢cdo de um numero equitativo de doentes com
adenocarcinoma colorretal cujos tumores fossem bem, moderadamente e pouco diferenciados.
Contudo, na pratica clinica do cirurgido oncoldgico colorretal, a maioria dos doentes tratados
possui tumores moderadamente diferenciados, o que foi encontrado no presente estudo. Os
portadores de tumores bem diferenciados, pouco diferenciados e indiferenciados, constituem um
menor grupo de doentes em qualquer estudo que avalie o CCR. Assim, a distribuicdo do presente
estudo representa aquela que o cirurgiao colorretal enfrenta na pratica diaria. Outra limitacao esta
representada pelo nimero dos pacientes estudados. Apesar de termos selecionado inicialmente
74 doentes, a falta de dados clinicos e laboratoriais nos prontuarios fez com que tivéssemos de
excluir 16 pacientes. Este percalgo, reforgca a necessidade de se introduzir, na pratica clinica,
bases eletrbnicas para o armazenamento de todos os dados que sejam coletados. Da mesma
forma, referenda a necessidade de que o profissional responsavel, assim como os médicos
assistentes, seja alertado para a importancia do preenchimento cuidadoso dos prontuarios
médicos. Outra limitagao deste trabalho em relagao a coleta de dados dos prontuarios relacionou-
se as variaveis clinicas tabagismo e etilismo. Por se tratar de um estudo retrospectivo baseado
em dados de prontuarios, muitas vezes esse tipo de informacao nao estava bem definido. Em
relacao ao tabagismo foi encontrado dados mais consistentes no prontuario, com relatos sobre a
carga tabagica, porém quanto ao etilismo em muitos dos casos apenas havia a afirmacao positiva
ou negativa quanto ao seu consumo. Por fim, outro aspecto que limitou a inclusdo de um maior
numero de doentes foi 0 custo necessario para a aquisicao dos anticorpos primarios. Trata-se de

anticorpos importados, sem similares produzidos no Brasil. Com a pandemia da COVID-19 e os
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altos valores que o dodlar atingiu no periodo que realizamos este estudo, tivemos grande
dificuldade na aquisicdo desses anticorpos. Nao obstante, nos testes amostrais para selegao da
amostra, o numero de doentes incluidos no presente estudo ainda estava acima da estimativa

preconizada.

Um aspecto muito interessante observado no presente estudo diz respeito a localizagéao
das proteinas de juncao de oclusdo. Nos tecidos tumorais elas ndo mais estdo presentes nas
membranas apico-lateral das células. Quando presentes, estao localizadas no citoplasma celular
ou no estroma. Esse aspecto ainda merece ser estudado mais bem estudado. E possivel que a
modificacdo do local de expressdo de ambas as proteinas possa estar ligada a modificacdo de
algum mecanismo de sinalizagcdo na célula neoplasica. Talvez, de modo distinto, a perda de
expressao na membrana apico-lateral da célula neoplasica possa responsavel pela migracao
dessas proteinas para o citoplasma das células e para o estroma tecidual. E possivel que as
divergéncias existentes entre os diferentes estudos quanto ao padrao de expressao dessas
proteinas no tecido neoplasico possam estar relacionadas a técnica imuno-histoquimica
empregada, ou a escala de imunoescore utilizada para a avaliagdo do conteudo tecidual das
proteinas. Na maioria dos estudos, os autores mensuraram apenas o conteudo total da proteina
encontrada no tecido, em detrimento a sua localizagdo. Talvez, essas diferentes metodologias de
analise possam explicar a discrepancia nos resultados descritos na literatura. Para dirimir essas
duvidas novos estudos comparando todas essas metodologias de analise ainda merecem ser
feitos. No momento, nas mesmas laminas utilizadas para a elaboracdo do presente estudo,
estamos mensurando o conteudo dessas proteinas por processamento de imagem assistida por
computador, apenas nas membranas celulares apico-laterais de um maior nimero de enfermos
portadores de tumores com diferentes graus de diferenciacdo. Com um método de analise
objetivo, talvez seja possivel avaliar com maior seguran¢a a modificagdo no conteudo e padrao
de expressdo que ocorre nos tecidos neoplasicos. Pretendemos ainda, analisar as vias de
sinalizagao dessas proteinas com o objetivo de verificar se a perda de expressao nas membranas
pode estar relacionada a alteragbes nos mecanismos de sinalizagao celular. Da mesma forma,
pretendemos mensurar o conteudo de claudina-3 e ocludina na corrente sanguinea com o
objetivo de verificar se valores séricos mais elevados poderiam estar relacionados a neoplasias
de comportamento mais agressivo. Essa estratégia tem o objetivo de verificar se os niveis séricos
de claudina-3 e ocludina poderiam ser utilizados como marcadores bioldgicos relacionados ao

melhor ou pior prognéstico da doenca.
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5 CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo, considerando o conteudo tecidual das
proteinas claudina-3 e ocludina em tecidos saudaveis e com adenocarcinoma, em doentes

portadores de adenocarcinoma colorretal, permitiram concluir que:

O tecido com adenocarcinoma tem um menor conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina quando

comparado ao tecido saudavel.

Tumores moderadamente diferenciados cursam com um menor conteudo tecidual de claudina-3
e ocludina no tecido com adenocarcinoma quando comparado ao tecido saudavel. Tumores
pouco diferenciado ndo apresentam menor contetdo de ambas as proteinas, quando comparado
ao tecido saudavel. Tumores bem diferenciados cursam com menor conteudo tecidual de

caludina-3.

A presencga de invasao angiolinfatica e perineural, e os niveis séricos de CEA e CA-19.9, nédo

apresentaram relagao com o conteudo tecidual das proteinas claudina -3 e ocludina.

O etilismo apresentou relagdo com um menor conteudo tecidual de claudina-3 nos tecidos com

adenocarcinoma.

Quanto maior o valor sérico de CEA em portadores de adenocarcinoma colorretal, menor sera o
conteudo de ocludina em tecido saudavel, e o inverso também é verdadeiro. Ja um maior nivel
sérico de CA19.9 esta relacionado com um contetdo reduzido de claudina-3 em tecido normal, e

vice-versa.

O conteudo tecidual de claudina-3 e ocludina n&o apresentou correlagdo com o estadiamento do

cancer colorretal.
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Auséncia de riscos para os parScipantes ervolvidos [a gue as amostras ja foram coletadas a partr de espécimes anrgcas, onde nesta pesquisa
serdo analsadas essas amosias.

Comentancs e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador se propée a analisar 60 prontuarnics de pacienies doentes portadores de CCR, que foram submetdos ao tratamento cindrgico,
pela equipe de Coloproctologia do HUSF nos demos 5 anos. Serdo coletados dados nos prontudrics destes doentes: sexo, idade, etnia, habtos
de vida, doengas assccladas, dados laberatoriis, como hemograma, CEA e CA 15.9 e de exames de imagem, presenca de metdstase linfonodal
ou hematogénica, dades do estudo anatomopatoldgico como grau de dferenciago do tumor, subtipo histologico, presenga cu nio de budding
tumcral, presenga de invasio angalinfatica e perineural, e scbrevida do paciente neste pericdo.

Para a confecgdo das lAminas histoldgicas destinados 20 estudo imunohistoquimico para a pesquisa das proteinas claudina-3 e ocludina, serdo
utiizadas duplicatas dos blocos de parafina de cada um dos doentes selecionados para o presente estudo.

Consideragbes sobre os Termes de apresentagdo cbrigatoria:

Para o projeto em questio foram apresentados fodos 0s documentos: Folha de Rosto devidamente preenchida e assinada, Informagtes basicas
do Projeto, Projeto detalhada/brochura investigador, Carta de autorizagso HUSF, TCUD, TCLE, Termo de Confidencialdade, Croncgrama, Carta
de autorizacdo para realzacdo da pesquisa, e declaragdo de fel depositirio das amostras a serem wtiizadas.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado sem cbices éboos.
Enderege: Av. Sio Frane de Assis, 218, sala 35, petdio central
Bairre: Cidade Univessitinia CEP: 12.916-900 BRAGANCA
UF: SP Municipio: PAULISTA
Tekelone: (11)2454-8302 E-mail: comitecticaiinust oda br
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Continuagao do Parecer: 4.096.912

Consideragbes Finais a critério do CEP:

APOS DISCUSSAO EM REUNIAO DO DIA 1806/2020, O COLEGIADO DELIBEROU PELA APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISAS.
APOS A CONCLUSAO DO PROJETO E OBRIGATORIO O ENVIO DO RELATORIO FINAL PARA ENCERRAMENTO DO PROJETO.

Este parecer fo elaborado baseado nos documentios abaxo relacionados:

Informagtes Basicas B_INFORMACOES_BASICAS DO _P PS0E2020 Aceito
Projeto OJETO_1568278 pdf 19:0827
Projeto Detalhado / uisarevisadoo docx OS06/2020 poberta lais dos Aceito
Brochura 19:06:48 |santos mendonca
Investigador
Declaragao de CAblccosdeparafina. docx OS06/2020 foberta lais dos A\ceito
Manuseio Matenal 19:0159 jsantos mendonca
Biolkbgco /
Biorepasitonio /
Biobanco
Outros bedap. pdf PA0E2020 Foberta lais dos Aceito
19:01:11 |santos mendonca
Outros [FermcDeCanfidencialidaceassinada.doc 50672020 Foberta lats dos [Aceito
b 18:56:09 Isanhs mendonca
Outros [FCUDassinado. pdf EI06/2020 lats dos [Aceito
18:51:48 mendonca
|Declaragao de putcrzacachusf.docx PS06/2020 lais dos Aceito
Instiucdo e 18:50.50 mendonca
Infraestrutura
Cronocgrama CRONOGRAMA docx PS06/2020 Foberta lais dos Aceito
163727 jsantos mendonca
[TCLE T Termos de [FCLEmcdficade.doc 50672020 Foberta laks dos [Aceito
JAssertimento / 16:3523 santos mendonca
Jussficativa de
|Auséncia
Folha de Rosto jolhaderosioassinada. pdf PE0E2020 poberta lais dos Aceito
16:31:00 rarhs mendonca
Stuacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Agreciacdo da CONEP:
Nao

Enderege: Av. Sio Francisco de Assis, 218, sala 35, peddio central

Balrva: Chdade Unbrenyiiicia CEP: 12.916-900 BRAGANCA
UF: SP Musicipio:  PAULISTA
Telefone: (11)2454.8302 E-mail: comitecticaiiust eds be
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Continuagao do Parecer: 4.096.912

BRAGANCA PAULISTA, 18 de Junho de 2020

Assinado por:
CARLOS EDUARDO PLLZ ARAUJO
(Coordenador(a))

Enderege: Av. Sio Frascisco de Assts, 218, sala 35, peddio central

Bairve: Cidade Universitina CEP: 12916-500 BRAGANCA
UF: 5P Musicipio:  PAULISTA
Telefone: (1124548302 E-mail: comiecticaiiusy ode be
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Anexo ll: Carta de doagao dos blocos de parafinas pelo CEDAP.

CENTRO DE DIAGNOSTICO EM ANATOMIA PATOLOGICA

Dra. HELENICE PIOVESAN Dr. CARLOS ALBERTO FONTES DE SOUZA
CRM 46.356 CRM 75.494

FONE / FAX: (11) 4032-8979
RUA CORONEL LEME, N° 360 - CENTRO «FONE: (11) 2473-1000
BRAGANCA PAULISTA - SP - CEP 12.900-340 cedaplaboratorio@uol.com.br

Py el PRPVIEV-CY
braganga raunsta; 0170672020

Declaragao

Declaro para os devidos fins, que com o encerramento das atividades do Centro de

Diagndstico em Anatomia Patoldgica (CEDAP) em Braganga Paulista, foram doadas ao Prof.

Carlos Augusto Real Martinez, CPF: 884.072.928-34, RG: 5.568.740-4, CRM. 37.663,
duplicatas de blocos de parafina de doentes com céancer de colon e reto que estavam arquivadas

no CEDAP, sob nossa responsabilidade.

A doagao dessas duplicatas tem como objetivo permitir manter ativa a de Linha de
Pesquisa sobre cancer colorretal sob responsabilidade do Professor Carlos Augusto Real
Martinez. O CEDAP manterd em seu acervo os blocos originais correspondentes a cada

duplicada doada.

As duplicatas dos blocos de parafina doados passarao, a partir desta data a ter o

Professor Carlos Augusto Real Martinez como fiel depositario das amostras

E 0 que me cumpre declarar

/k< {(L‘w\gc/ \:\J&g@o};.;v /

Profa. Helenice Piovesan
Meédica Patologista Responsavel pelo
Centro de Diagnéstico em Anatomia Patolégica

Helonioa Plovesan
mcnu -46.350
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Apéndice 1 — Tabulag¢ao da analise das laminas atribuida de acordo com o imunoescore

utilizado - Examinador 1.

LAMINA

EXAMINADOR 1

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 1

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 8

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 9

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 12

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 13

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 17

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 18

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

CLAUDINA NORMAL

NUMERO 19

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR




NUMERO 21

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 22

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N N W W

Nl W N w

NUMERO 24

CLAUDINA NORMAL

-

=

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N W N

N W

NUMERO 25

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N

N N NN

NN N W

NUMERO 29

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

w| N| W

OCLUDINA TUMOR

N W N w

N W W w

=

NUMERO 41

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

w| N W

OCLUDINA TUMOR

N

w| wf N w

NUMERO 42

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

w| NN

OCLUDINA TUMOR

-

N W NN

NUMERO 43

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

NN

OCLUDINA TUMOR

-

NN NN

NUMERO 45

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

w| W w| w

Nl W N w

NUMERO 46

CLAUDINA NORMAL

-

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NN NN

NUMERO 47

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N W N w

w| W N w

N W N w

NUMERO 48

CLAUDINA NORMAL

w

w

w

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL
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OCLUDINA TUMOR

NUMERO 49

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 50

CLAUDINA NORMAL

w| N w

CLAUDINA TUMOR

N W N W

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 54

CLAUDINA NORMAL

w| N W

w

CLAUDINA TUMOR

N

-

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 57

CLAUDINA NORMAL

w| N W

w| N| W

CLAUDINA TUMOR

o] W N w

-

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 59

CLAUDINA NORMAL

w| o w

CLAUDINA TUMOR

N W o w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 60

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

o

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 62

CLAUDINA NORMAL

w| o w

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 63

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N w

NUMERO 67

CLAUDINA NORMAL

=

CLAUDINA TUMOR

=

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N w

NUMERO 69

CLAUDINA NORMAL

=

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 70

CLAUDINA NORMAL

w| N| w| o

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 71

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL
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OCLUDINA TUMOR

NUMERO 72

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 73

CLAUDINA NORMAL

W N W o NN

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 74

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 75

CLAUDINA NORMAL

w| o w

w| o w

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 78

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 79

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 80

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 81

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 83

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 84

CLAUDINA NORMAL

w| N w

CLAUDINA TUMOR

-

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 85

CLAUDINA NORMAL

w| N w

CLAUDINA TUMOR

N W N W

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 86

CLAUDINA NORMAL

NN W

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL
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OCLUDINA TUMOR

NUMERO 89

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 99

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

o] W N w

o] W N w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 105

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

o] w o w

o] w o w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 106

CLAUDINA NORMAL

w| o w|l o w o w

CLAUDINA TUMOR

=

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 107

CLAUDINA NORMAL

w| o w

CLAUDINA TUMOR

N W o w

N W o w

=

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 108

CLAUDINA NORMAL

w| Wl w

w NN

CLAUDINA TUMOR

-

N W N w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 109

CLAUDINA NORMAL

w| o N

w| o] N

CLAUDINA TUMOR

=

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 110

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

N

N W NN

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 113

CLAUDINA NORMAL

N o w

N o] w

CLAUDINA TUMOR

-

=

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 114

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

w| W N w

N W N W

N W N w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 115

CLAUDINA NORMAL

w| N W

CLAUDINA TUMOR

N W W w

-

N W w| w

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

NUMERO 117

CLAUDINA NORMAL

w| N w

w| Wl w

w| N| W

CLAUDINA TUMOR

OCLUDINA NORMAL
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OCLUDINA TUMOR

NUMERO 119

CLAUDINA NORMAL

CLAUDINA TUMOR

N

OCLUDINA NORMAL

OCLUDINA TUMOR

N w
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Apéndice 2 - Tabulagdo da analise das laminas atribuida de acordo com o imunoescore

utilizado - Examinador 2.

Claudina Ocludina
LAMINA Normal Tumor Normal Tumor
1 333 221 333 1.0.1
8 333 2.1.1 333 221
9 3.2.3 2.2.2 223 1.1.0
12 333 1.0.0 3.2.2 0.0.0
13 3.3.2 2.1.2 3.3.2 1.1.2
17 1.1.2 0.1.0 2.3.2 1.0.1
18 1.2.2 1.1.0 333 2.1.2
19 3.2.3 0.0.0 233 111
21 2.2.2 0.1.0 3.3.2 111
22 333 1.2.2 333 221
24 2.1.1 0.1.0 3.3.2 121
25 2.2.3 0.0.1 2.2.2 1.2.2
29 333 1.2.2 333 2.3.2
41 2.2.3 0.0.0 333 1.1.2
42 1.1.2 0.0.1 333 0.0.0
43 2.3.2 111 2.1.1 111
45 333 1.23 333 211
46 0.1.2 1.0.0 111 1.1.0
47 333 111 333 1.21
48 333 221 333 111
49 2.2.2 1.0.0 333 1.21
50 2.3.2 1.1.2 2.3.2 111
54 233 2.0.2 333 211
57 3.3.2 0.0.0 333 0.1.0
59 333 221 333 0.1.1
60 333 0.0.0 333 0.1.0
63 2.2.3 1.0.1 333 211
67 0.1.0 0.0.1 233 1.0.1
69 2.2.2 1.0.0 3.23 0.1.1
71 3.3.2 111 233 1.0.0
72 3.3.2 1.1.0 333 221




75 333 0.0.1 2.0.1 1.0.1
78 333 1.1.0 333 1.0.1
79 333 2.1.0 233 2.0.1
80 333 0.1.1 333 1.0.1
83 333 0.1.1 333 111
84 333 0.1.0 333 0.1.0
85 3.23 1.1.0 333 211
86 3.23 0.0.0 333 121
89 1.2.2 1.0.0 3.23 211
99 333 0.0.0 333 0.0.0
105 333 0.0.0 333 1.0.1
106 233 0.0.0 333 1.0.0
107 333 1.0.1 233 1.1.2
108 3.23 221 3.2.2 1.0.0
109 3.3.2 211 333 1.0.1
110 333 222 333 0.0.0
113 0.1.2 2.1.0 333 1.2.2
114 333 233 333 332
115 333 2.0.1 333 1.1.2
117 3.23 1.1.0 333 0.0.1
119 333 223 333 121
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Apéndice 3 - Tabulagdo da analise das laminas atribuida de acordo com o

imunoescore utilizado - Examinador 3.

N2 DO BLOCO Tecido normal / claudina Cancer / claudina Normal / ocludina Cancer / ocludina
1 3.3.3 2.2.1 3.3.3 2.1.1
8 3.3.3 2.1.1 3.3.3 2.2.1
9 3.2.3 2.1.2 3.3.3 2.2.1
12 3.3.3 0.1.0 3.2.3 0.0.0
13 3.3.3 1.1.2 3.3.3 2..1.2
17 1.2.3 1.1.0 2.3.2 1.1.2
18 2.3.3 1.1.1 3.3.3 2.2.1
19 3.3.3 0.1.1 3.3.3 1.1.2
21 2.3.2 0.0.1 3.3.3 1.0.1
22 3.3.3 1.1.1 3.3.3 2.1.2
24 3.2..1 1.1.1 3.3.2 1.2.1.
25 3.3.2 0.1.1 3.3.3 1.1.1
29 3.3.3 1.1.1 3.3.3 2.2.2
41 2.3.3 1.0.1 3.3.3 1.1.2
42 1.2.3 1.0.1 3.3.3 1.1.1
43 3.2.2 1.0.1 2.2.3 1.1.1
45 3.3.3 2.1.1 3.3.3 2.1.1
46 1.1.2 0.0.1 0.1.2 1.0.0
47 3.3.3 1.1.1 3.3.3 0.1.1
48 3.3.3 1.1.2 3.3.3 1.2.1
49 2.2.2 0.1.0 3.2.3 2.1.2
50 2.3.2 0.1.0 3.2.2 1.1.1
54 3.3.3 1.0.1 3.3.3 1.1.1.
57 3.3,3 0.1,0 3.3.3. 0.1.0
59 3.3.3 2.2.1 3.3.3 1.1.1
60 3.3.3 0.1.0 3.3.3 0.0.0
63 2.3.3 1.1.1. 3.3.3 1.1.1
67 1.0.1 1.1.1 2.2.2 1.1.1
69 2.1.1 1.1.0 2.2.3 1.1.1
71 2.2.2 1.1.1 2.3.3 1.0.1
72 2.2.2 1.2.0 3.3.3 1.1.2




75 3.3.2 1.1.1 2.0.0 .2.1
78 .3.2 0.1.0 3.3. .2.1
79 2.2.3 1.0.0 2.2. .0.1
80 3.3. 0.1.1 3.3.3 1.1
83 3.2.2 1.0.1 3.2.3 1.0
84 3.3.3 0.1.0 3.2.3 1.1
85 3.3.3 0.0.1 3.3.3 .0.1
86 3.2.3 0.1.1 3.3.2 1.1
89 2.2.1 0.0.0 3.3.3 1.0
99 .3.3 0.0.0 3.3.3 .0.0
105 .3.3 0.0.0 3.3.3 .0.1
106 2.3.3 1.1.1 3.3.3 1.0
107 3.3.3 0.1.1 2.3.3 1.1
108 3.3.3 1.1.1 3.3.2 .0.0
109 3.3.3 1.1.1 3.3.3 .0.1
110 3.3.3 1.1.1 3.3.3 .0.0
113 0.2.3 1.1.1 3.3.3 1.1
114 3.3.3 1.1.1 3.3.3 1.1
115 3.3.3 1.0.1 3.3.3 1.1
117 3.3.3 1.1.0 3.3.3 .0.1
119 3.3.3 1.1.1 3.3.3 1.1
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