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Expressédo da E-caderina em carcinoma de células escamosas e no tumor de células
basais de cées

E-cadherin expression in squamous cell carcinoma and basal cell tumors in dogs

Carolina Franchi Jodo' Mirela Tinucci-Costa" Diogo José Cardilli" Joice Lara Maia Faria"
Georgia Modé Magalhdes" Antonio Carlos Alessi"

RESUMO

As caderinas compreendem uma classe de
moléculas de adesdo celular expressa na superficie de todas as
camadas epidérmicas. A E-caderina é a principal caderina
envolvida na adesdo celular epitelial. A redugdo de sua
expressao estd envolvida na progressdo de alguns tipos de
cancer, no potencial metastatico e ainda na definicdo do
prognéstico, principalmente nos carcinomas. O carcinoma de
células escamosas e o tumor de células basais sdo neoplasias
cutaneas malignas que afetam os cdes. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressdo da E-caderina no carcinoma de células
escamosas (n=20) e no tumor de células basais (n=15),
buscando-se relacionar sua expressdo ao comportamento
biol6gico desses tumores. Os carcinomas de células escamosas
apresentaram significativa reducdo da expressdo da molécula
comparado aos tumores de células basais, quando avaliado
pelo teste de Fisher (P=0,0039). Também foi observado que
células neoplasicas mais diferenciadas apresentaram coloragéo
mais intensa que as menos diferenciadas. Em concluséo,
sugere-se que a expressdo reduzida da E-caderina em tumores
cutaneos pode indicar maior poder infiltrativo e
consequentemente mau progndstico na espécie canina.

Palavras-chave: cédes, carcinoma de células escamosas, E-
caderina, imunohistoquimica, neoplasia,
tumor de células basais.

ABSTRACT

The cadherins are a group of cellular adhesion
molecules that are expressed on the surface of all epidermic
layer. The E-cadherin is the main cadherin involved in epithelial
cellular adhesion; the decrease in its expression is related to

the progression of some types of cancer, to its metastatic
characteristics, and to the prognosis, specially carcinomas.
The squamous cell carcinoma and the basal cells tumors are a
malignant epithelial neoplasm which affects dogs. The goal of
this study was to evaluate E-cadherin’s expression in canine
tissues that were classified as squamous cell carcinoma or basal
cell tumor, and to find a correlation with the biological behavior
of the tumors. The squamous cell carcinomas showed
significantly decreased expression of the molecule compared
to the basal cell tumors when evaluated by Fisher’s test
(P=0.0039). Also, the more differentiated neoplastic cells had
a higher intensity of color than the less differentiated ones. In
conclusion, it is suggested that the reduced expression of E-
cadherin in skin tumors may indicate greater power infiltrative
and consequently poor prognosis in dogs.

Key words: dogs, squamous cell carcinoma, E-cadherin,
immunohistochemistry, neoplasia, basal cell
tumor.

INTRODUCAO

As caderinas, polipeptidios que
representam uma classe de moléculas de adesao (FOTY
& STEINBERG, 2004), conectam uma célula a outra
através de uma ligagdo homofilica dependente do ion
calcio. Associam-se a um grupo de proteinas
intracelulares chamadas cateninas, as quais as ligam a
microfilamentos actinicos do citoesqueleto e medeiam
mecanismos transdutores de sinais que regulam o
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crescimento celular e sua diferenciacdo (OZAWA &
KEMLER, 1998). As moléculas de adesdo classicas
compreendem a E (epithelial)-caderina, N (neural)-
caderina e a P (placental)-caderina (FURUKAWA, 1997,
FOTY & STEINBERG, 2004).

A manutencdo da arquitetura do tecido adulto
depende grandemente da integridade funcional e
estrutural das caderinas (ELANGBAM etal., 1997). S&o
consideradas importantes reguladoras da morfogénese
em varios 6rgéos, incluindo a pele. Elas estéo envolvidas
n&do somente na manutencéo do arranjo dessas células,
como na condensacao dérmica (HIRAI et al., 1989). Na
pele, a E-caderina é expressa na superficie celular de
todas as camadas epidérmicas, incluindo os apéndices
cutaneos (FUJITAetal., 1992). Ultra-estruturalmente, a
E-caderinaesta distribuida sobre a membrana plasmatica
dos queratinécitos, mas ndo na superficie dérmica das
células basais. Depdsitos densos de E-caderina sdo
encontrados no espaco intercelular dos desmossomos
(HORIGUCHI etal., 1994).

Uma disfuncdo das caderinas pode estar
envolvida com varias desordens cutaneas, como
doencas bolhosas e comportamento invasivo e
metastatico dos tumores (FURUKAWA et al., 1997). A
principal acdo da E-caderina em tumores é a supressao
da habilidade de invasdo e a auséncia desta, associada
aprogressao tumoral (BEHRENS et al., 1989; NAVARRO
etal., 1991; BIRCHMEIER et al., 1993). O dano funcional
da E-caderina pode ocorrer por varios mecanismos, mas
frequentemente a delecdo ou mutagéo do gene CDH1
estdo envolvidos. Alguns estudos mostram que
aberracOes neste gene séo suficientes para predispor
o desenvolvimento de tumores malignos. Além disso,
mudangas na expressdo de proteinas que fazem parte
do complexo de adesdo da E-caderina também podem
prejudicar sua funcdo. Areorganizagao da cromatina, a
hipermetilacdo e a perda do fator de transcri¢éo
coincidem com a supressdo da E-caderina em
carcinomas (SEMB & CHRISTOFORI, 1998). De
qualquer maneira, a integridade do tecido é destruida e
a célula tumoral fica livre para gerar metastases
(GOODSELL, 2002).

O carcinoma de células escamosas (CCE) é
uma neoplasia maligna que emerge dos queratindcitos
(SCOTT et al., 1996) e corresponde a aproximadamente
5% dos tumores cutaneos dos cdes (THOMAS & FOX,
1998). Cées de racas de pélo curto e pele branca ou
albina apresentam incidéncia mais elevada de carcinoma
de células escamosas induzido pela luz solar. Esses
cdes costumeiramente passam muitas horas deitados
ao sol (SCOTT et al., 1996). Estes tumores sdo,
geralmente, localmente invasivos e se infiltram naderme
e nos tecidos subcutaneos adjacentes, mas lentos para

gerar metastases. Apesar disso, h& casos relatados
sobre a disseminagdo para linfonodos regionais e
pulmdo (PULLEY & STANNARD, 1990; SCOTT etal.,
1996; RODASKI & WERNER, 2009).

Os tumores de células basais (TCB)
apresentam crescimento lento e raramente observa-se
comportamento agressivo (RODASKI & WERNER,
2009). Sao compostos quase exclusivamente por células
basais e ndo exibem evidéncias de diferenciacdes de
glandulas sebaceas, sudoriparas e de foliculos pilosos.
Os TCB podem ser classificados histologicamente
como sélidos, cisticos, adendides ou medusoéides
(VAIL& WITHROW, 1996; THOMAS & FOX, 1998) e
aincidéncia de recidivas e metastases é baixa (SCOTT
etal., 1996; VAIL & WITHROW, 1996; THOMAS &
FOX, 1998).

Com base nas caracteristicas descritas
desses tumores, buscou-se com este estudo relacionar
aexpressao da E-caderina com o tipo histolégico, grau
de diferenciagdo e comportamento biol6gico do
carcinoma de células escamosas e do tumor de células
basais.

MATERIAL E METODOS

Foram empregadas 35 amostras de tumores
cutaneos caninos, incluidas em parafina e classificadas
histologicamente como CCE (n=20) e TCB (n=15),
segundo os critérios de PULLEY & STANNARD (1990).
As amostras sdo oriundas do arquivo do Departamento
de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e \eterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal,
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, campus de Botucatu e da Faculdade de
Medicina Veterinaria, UNESP, campus de Aragatuba.

O método de imunohistoquimica empregado
foi o complexo streptoavidina biotina (ABC)
desenvolvido por HSU et al. (1981). Cortes de 3um de
espessura foram montados em laminas pré-tratadas com
Poly-L-Lisina® As laminas foram desparafinizadas e
reidratadas em baterias de xildis e alcoois em
concentragOes decrescentes. Receberam tratamento
com solucdo de metanol e perdxido de hidrogénio
(2,4%) para bloqueio da peroxidase enddgena. Para a
recuperacao antigénica, ficaram em banho-maria por
40 minutos em solucéo pré-aquecida a 92°C de tampéao
citrato (pH 6). Depois de resfriados, foram incubados
por 30 minutos com Protein Block® para bloqueio de
reacOes inespecificas. Em seguida, foram incubados
durante a noite a 4°C com o anticorpo primario anti-E-
caderina® em camara Umida. Para deteccdo da reacéo
imune, foi utilizado o kit LSAB®, por 30 minutos. As
reaces foram reveladas pelo substrato cromogénico
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3,3 diaminobenzidina®, contracorados pela hematoxilina
de Harris por um minuto, e entdo lavados em agua
corrente.

Como controle positivo, além das areas de
epitélio normal dos prdprios espécimes, foi utilizado
Utero canino, que sabidamente expressa a E-caderina
em sua camada epitelial. Como controles negativo, o
anticorpo primério anti-E-caderina foi substituido por
tampédo PBS, pH 7,2; e por imunoglobulina G de
camundongo.

Para avaliacdo dos resultados, foram
consideradas como expressdes conservadas de E-
caderina as marcag0es de coloragdo moderada a intensa
em mais de 75% das células neoplasicas. Expressoes
inferiores a 75% foram consideradas reduzidas,
seguindo os critérios empregados por BRUNETTI et
al. (2005). As observagoes foram feitas em microscopio
oOptico comum por dois observadores e os resultados
foram ent&o estabelecidos.

O teste exato de Fisher foi utilizado para
comparar a expressdo da E-caderina entre o carcinoma
de células escamosas e o tumor de células basais,
através do programa SAS'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Setenta por cento (n=14) dos CCEs
apresentaram expressao da E-caderina reduzida. Seis
amostras (30%) tiveram a expressdo conservada da
molécula (Figura 1), sendo cinco delas carcinomas
queratinizados e uma carcinoma ndo queratinizado.

Exemplos de marcacao preservada e reduzida no CCE
estdo apresentados na figura 2 (2A e 2B). Observou-se
também que a expressdo da E-caderina apresentou
diferentes intensidades de coloragdo de acordo com o
grau de diferenciagdo das células, em que células mais
diferenciadas apresentavam coloragdo mais intensa
(Figura 2C).

O TCB apresentou comportamento inverso
ao do CCE. Oitenta por cento (n=12) das amostras
apresentaram expressdo E-caderina em mais de 75%
das células. Em trés amostras (20%), a expressao estava
reduzida (Figura 1). Dos TCB, 20% eram do tipo
medusoide (3), 53,3% adenoide (8) e 26,7% solido (4).
Apenas uma amostra de cada tipo ndo apresentou
expressdo conservada de E-caderina. Exemplo de
marcacdo preservada no TCB esta apresentado na
figura 2D.

A diferenca da expressdo da E-caderina no
CCE e TCB foi significativa pelo teste de Fisher
(P=0,0039) a 1% de significancia. Embora néo se tenha
encontrado estudos prévios dessa moléculaem CCE e
TCB de cées, estudos em tumores mamarios caninos
mostraram correlagdo positiva entre a diminuicdo da
expressao da E-caderina e 0 aumento do seu poder de
invasdo. Em carcinomas mamarios de maior
malignidade, houve reducéo significativa da expressdo
de E-caderina, enquanto que aqueles de menor grau de
malignidade apresentaram expressao conservada dessa
molécula. Também relacionaram a reducéo de expressao
com aumento de tamanho, presenca de ulceragdo,
metastases em linfonodos, necrose e comportamento

100% —
90% +—
80% +—
70%
60%
S0%
40%
30%
20%
10%

0%

CCE

molécula E-caderina.

Figura 1 - Representacdo grafica da porcentagem de amostras de carcinoma de células escamosas
(CCE) e de tumor de células basais (TCB) com expressdo conservada e reduzida da

conservada
mreduzida

TCB
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Figura 2 - Preparages imunohistoquimicas método ABC, contracorado pela hematoxilina de
Harris. Aumento 400x. 2A: carcinoma de células escamosas queratinizado com expressao
conservada de E-caderina (mais de 75% de células neoplésicas marcadas com coloragdo
castanha). 2B: carcinoma de células escamosas ndo queratinizado com expressdo reduzida
de E-caderina (menos de 75% de células neoplasicas marcadas). 2C: carcinoma de
células escamosas do tipo queratinizado exibindo diferentes padrdes de marcacéo pelo
anticorpo anti E-caderina, onde se observa coloragdo mais intensa em células neoplasicas
mais diferenciadas em relacdo as menos diferenciadas. 2D: tumor de células basais tipo
adenoide com expressdo conservada de E-caderina.

infiltrativo do tumor, sem, contudo, associarem ao grau
histolégico (BRUNETTI et al., 2005; MATOS et al.,
2006; PIEKARZ et al., 2008).

Em tumores cutdneos humanos, a redugdo
da expressdo de E-caderina também foi relacionada com
0 poder invasivo e metastatico desses tumores
(SCHIPPER, 1991; FURUKAWA et al., 1997). No cancer
colorretal humano, a reducdo da expressdo da E-
caderina indica mau prognostico, sendo correlacionada
com o aumento da invasividade tumoral,
desenvolvimento de sitios metastéaticos e menor taxa
de sobrevida (KWAK et al., 2007).

O rompimento da adesdo célula-célula
durante a carcinogénese é a base para a invaséo e
metéstase (BATLLE et al., 2000; POLAKIS, 2007;
GLOUSHANKOVA, 2008). AE-caderina é uma molécula
de adesdo celular responsavel pela manutengdo da
integridade do tecido e por suprimir a habilidade de
invasdo das células tumorais (BEHRENS et al., 1989;
NAVARROetal., 1991; BIRCHMEIERetal., 1993). Sendo
assim, a perda dessa molécula no tecido neoplasico
poderia interferir diretamente na liberagdo de células

tumorais, aumentando o poder de invasdo e a chance
de formac&o de metastases.

Neste estudo, a deficiente expressdo da E-
caderina nos CCEs pode indicar que esse tumor
apresenta menor adeséo entre as células, com maior
potencial infiltrativo e de invasdo dos tecidos
adjacentes, apresentando comportamento mais
agressivo nos caes, quando comparado aos TCBs.
Esse resultado é condizente com o comportamento
biol6gico desses tumores descrito na literatura, em que
0 CCE apresenta um comportamento mais agressivo
gue o TCB, principalmente pelo seu poder infiltrativo
(THOMAS & FOX, 1998). Portanto, a reducdo da
expressao da E-caderina nos CCEs pode ter relacdo
com o comportamento tumoral, podendo ser utilizada
na defini¢do de um progndstico.

CONCLUSAO
Com base nos resultados deste estudo,
sugere-se que a expressao reduzida da E-caderina em

tumores cutaneos pode indicar maior poder infiltrativoe
consequentemente mau progndstico na espécie canina.
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