JULIANA BARROSO ZIMMERMMANN'

HeLenice Gossi?

MARCIO JOSE MARTINS ALVES?

Victor HuGo MeLo#*

Artigo original

Existe alteracao no mecanismo de
adesao celular mediado pela E-caderina
nas neoplasias cervicais de pacientes
soropositivas para o HIV¢

Is there any change in the cell adbesion method mediated by e-cadberin
in cervical neoplasia of HIV-infected patients?

Palavras-chave

Colo do dtero

Displasia do colo do Utero
HIV

Imunidade

Imunidade celular
Caderinas

Keywords

Cervix uteri

Uterine cervical dysplasia
HIV

Immunity

Immunity, cellular

Cadherins

Resumo

OBJETIVOS: avaliar a expressdo da E-caderina em lesdes do colo uterino em pacientes porfadoras da infecgdo pelo
virus HIV. METODOS: foi realizado um estudo com 77 pacientes apresentando o HPV cervical, sendo 40 soropositivas
e 37 soronegativas para o HIV, todas submetidas & colposcopia e bidpsia de colo uterino. O material obtido foi
encaminhado para histopatologia e imunoistoquimica. Foram realizados cortes e montagem em laminas silanizadas,
e o observador foi blindado para a sorologia da paciente. Foram utilizados os anticorpos E-caderina, marca DAKO,
clone NHC-38, com diluicéo de 1:400, e o sistema de polimeros Novolink [Novocasira). A expressdo de E-caderina foi
avaliada na membrana da célula epitelial, através da extensdo da drea corada. Utilizou-se o fesfe do y? com correcdo
de Yates ou o teste de Fisher, para comparagdo de proporgdes na andlise univariada. Foram incluidas no modelo de
regressdo logfstica todas as variéveis com valor p<0,25, chamado de modelo inicial. Foi utilizado o pacote estatistico
SPSS e adotado o nivel de significancia esfatistica de 5%. RESULTADOS: a expressdo da E-caderina foi identificada
em até 1/3 inferno do epitélio em 59,3% dos casos e em até 2/3 do epitélio em 11,1% dos casos, mas em 29,6%
dos casos a expressao foi identificada em toda a espessura do epitélio entre as pacientes soronegativas para o HIV.
Por outro lado, nas pacientes soropositivas para o HIV, verificouse 45,9% com expressdo em até 1/3 do epitélio,
13,5% com expressdo até 2/3 do epitélio e 40,5% em toda a espessura do epitélio. A expressdo da E-caderina
néo foi diferente entre os dois grupos (p=0,5). A andlise multivariada, contudo, identificou associagdo significativa
enfre as lesdes cervicais de alto grau e a expresséo da E-caderina em 2/3 e 3/3 do epitélio (p<0,001; %2=36,9).
CONCLUSOES: a expressdo da E-caderina na membrana das células epiteliais ndo esta associada & infecdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana, e sim ao grau da leséo intraepitelial cervical._

Abstract

PURPOSE: to evaluate the expression of E-cadherin in cervical lesions of patients suffering from HIV infection.
METHODS: we conducted a sfudy with 77 patients with cervical HPV infection, 40 of them were HIV seropositive
and 37 HIV seronegative who underwent colposcopy and a biopsy of the cervix. The material obtained by biopsy
of the cervix was sent for histopathologic and immunohistochemical study. Sections were obtained and mounted on
silanized slides and examined by an observer who was blind to patient serology. E-cadherin antibody, clone NHC-38
diluted 1:400 [DAKO) and the Novolink polymer system (Novocastra) were used. The expression of E-cadherin was
determined on the epithelial cell membrane based on the extent of the stained area. The y? fest with Yates correction or
the Fisher's Exact fest was used for comparison of the proportion in univariate analysis. All the variables with p<0.25
were included in the logistic regression model, called initial model. The analyses were carried out using the SPSS
software, with the level of significance set at 5%. RESULTS: the expression of E-cadherin was observed in up fo the
infernal 1/3 of the epithelium in 59.3% of cases and in up to 2/3 of the epithelium in 11.1% of cases, but in 29.6%
of cases the expression was identified throughout the thickness of the epithelium in HIV-seronegative patients. In contrast,
in HIV=seropositive patients, 45.9% showed expression up to 1/3 of the epithelium, 13.5% showed expression in up
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to 2/3 of the epithelium, and 40.5% showed expression throughout the thickness of the epithelium. E-cadherin expression did not differ between groups
(p=0.5). However, the multivariate analysis identified a significant association between high-grade cervical injury and E-cadherin expression in 2/3 and
3/3 of the epithelium [p=0.001; ?=36.9). CONCLUSIONS: the expression of E-cadherin in the epithelial cell membrane is not associated with infection
by the human immunodeficiency virus, but with the degree of intraepithelial cervical injury.

Introducao

Os macréfagos sdo células que pertencem ao Sistema
Mononuclear Fagocitirio (SMF), originando-se a partir
de células medulares primitivas. Do sangue periférico,
os mondcitos migram para os tecidos, diferenciando-se
localmente, como, por exemplo, em células de Langerhans
(LC) (mucosa), macréfagos alveolares (pulmao) e osteoclas-
tos (0ssos). As principais fun¢des dessas células incluem
a fagocitose de particulas e a apresentagdo de antigenos
para os linfécitos T e B. Essas células, apds digerirem uma
ampla variedade de particulas, apresentam o antigeno
para o sistema imune, favorecendo o seu reconhecimento
pelas células imunocompetentes'.

Entretanto, para que ocorra resposta imunoldgica, é
necessdria a adesdo celular. Essa interacdo é mediada por
varias moléculas e, dentre elas, as caderinas, proteinas
transmembrana, e cdlcio-dependentes tém a fungdo de
promover adesdo intercelular e a manutengdo da ar-
quitetura tecidual normal'™. Existem vérias caderinas
conhecidas, sendo que as mais estudadas sdo as E (epi-
telial), P (placentdria) e N (neural), conhecidas como
caderinas cldssicas’.

A demonstragio de que as LC expressam altos
niveis de E-caderina sugere que esta molécula promove
a manutencdo destas células no tecido epitelial, e que
esta expressdo € atenuada como consequéncia da ativa-
¢d0 e maturacdo celular. A perda de adesdo celular estd
entre os primeiros eventos da resposta imunolégica, que
permitird a migragdo das LC do epitélio para os linfo-
nodos regionais'. Em estudos realizados com animais e
humanos, verificou-se que a E-caderina impede que as
células de um tumor primadrio se soltem e invadam locais
préximos ou distantes. Portanto, a redugdo da expressao
dessas moléculas é um fator facilitador da disseminagdo
das células tumorais®°. Nas lesdes cervicais, é relatada
altera¢do da expressdo da E-caderina quando comparadas
ao epitélio normal’”.

Deste modo, seria licito supor que a infec¢do
pelo virus da imunodeficiéncia humana possa alterar
a expressdo dessa proteina, o que poderia justificar a
frequéncia elevada de neoplasias cervicais, bem como
a identifica¢do do carcinoma invasor do colo uterino
como diagnéstico de AIDS em pacientes soropositivas
para o HIV. Baseado no exposto, propusemo-nos a ava-
liar a expressdo da E-caderina nas neoplasias cervicais
em pacientes portadoras e ndo-portadoras do virus da
imunodeficiéncia humana.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais,
da Faculdade de Medicina da Universidade Presidente
Anténio Carlos (UNIPAC), pela Comissdo de Etica do
Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas
e Parasitdrias Orestes Diniz (CTR-DIP) e da Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte.

Foram incluidas 77 pacientes com diagnéstico de
infec¢do pelo HPV pela biologia molecular, sendo 40
soropositivas para o virus HIV (Grupo HIVZ*) e 37 soro-
negativas para o HIV (Grupo HIV-). Deste modo, todas
as pacientes eram portadoras do HPV, sendo que o fator
de exposicio investigado foi a infeccio pelo HIV.

Todas responderam a um questiondrio que faz parte do
protocolo de atendimento ginecolégico. Apés a anamnese,
as pacientes foram submetidas a exame ginecoldgico com
realizacdo de bidpsia dirigida pela colposcopia. No labo-
ratério de patologia, o material foi incluido em parafina
e foram realizados cortes para o estudo histopatoldgico e
imunoistoquimico. Para este estudo, foi realizada uma
reavaliagdo histopatolégica por um mesmo patologista
com o objetivo de padronizar o laudo. As lesdes que apre-
sentavam importante infilcrado inflamatério mononuclear
com tecido de granulacio e fibrose do estroma foram
classificadas como cervicite cronica. Para as neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), utilizou-se a classificagio
de Richart'®, assim descrita: grau I (NIC I), aquelas
amostras teciduais que apresentavam histologicamente
perda da polaridade celular, auséncia da estratificacdo
epitelial normal, hiperplasia da camada basal, e que ndo
excedeu a 1/3 da espessura do epitélio; grau II (NIC II), as
amostras teciduais cuja perda de polaridade celular, falta
da normal estratificagdo epitelial e hiperplasia da camada
basal ndo excederam 2/3 da espessura do epitélio; grau
III (NIC III), as lesBes que apresentavam mais de 2/3 do
epitélio acometido por células com pleomorfismo acen-
tuado, cromatina granulosa e nucleomegalia acentuada.
Neste tltimo grupo, também foram incluidas as lesdes
que acometiam todo o epitélio, porém sem sinais de in-
vasdo. Entretanto, para a andlise estatistica, as neoplasias
intraepiteliais cervicais de grau II e III foram consideradas
como lesdes intraepiteliais de alto grau, e as de grau I
como lesdes intraepiteliais de baixo grau.

Para o estudo imunoistoquimico, foram realizados
cortes e montagem em ldminas silanizadas. As laminas
foram codificadas para que o observador ndo soubesse a
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origem das pacientes, ou seja, se eram de pacientes so-
ropositivas ou soronegativas para o HIV. A E-caderina
utilizada (monoclonal mouse anti-human) foi a da marca
Dako (clone NHC-38, Belo Horizonte, Brasil) com dilui-
¢do de 1:400, também apds testes prévios com diluicdes
de 1:100; 1:200; 1:400 e 1:600. Foram utilizados cortes
previamente corados oriundos de outros tecidos (mama,
linfonodo e pele) para o controle das rea¢des. Para o pro-
cessamento imunoistoquimico, foi utilizado o sistema de
polimeros, ndo-biotinilados, Novolink (Novocastra, Belo
Horizonte, Brasil). A técnica utilizada foi padronizada
pelo laboratério de Patologia Mamadria da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.

Inicialmente, realizou-se a preparagdo dos cortes
histoldgicos por desparafiniza¢do, procedeu-se a recupe-
ragdo antigéncia e a neutralizacdo da peroxidase endé-
gena. A incuba¢do com anticorpo primdrio, anticorpo
secunddrio (post primary block) e polimero foi realizada
por 30 minutos, separadamente para cada um deles. Em
seguida, procedeu-se a revelagao com DAB, a coloragdo
com hematoxilina de Harris, desidrata¢do e montagem
das ldiminas. A avaliagdo microscépica foi realizada utili-
zando microsc6pio 6ptico, com aumento de 400x. Todas
as avalia¢des foram feitas por um dnico observador e os
casos duvidosos foram reavaliados por outro examinador
utilizando microscépio de duas cabegas, o que permitiu a
andlise simultdnea por dois examinadores. A expressao da
E-caderina foi avaliada na membrana da célula epitelial
e optou-se pela avaliagdo abrangendo os tergos epiteliais
corados, ao invés da contagem celular. Sendo assim,
convencionou-se a expressao do seguinte modo: expressio
em até 1/3 do epitélio, expressdo até 2/3 do epitélio e
expressdo maior que 2/3 do epitélio (Figura 1).

A carga viral foi quantificada pelos testes Nuclisens
HIV-1 RNA QT, tecnologia NASBA, técnica que amplifica
os dcidos nucleicos com base em sequéncia (Organon Teknika,
Turnhout, Belgium) e Quantiplex HIV RNA 3.0, tecnologia
bDNA, técnica que utiliza moléculas de DNA ramificadas
(Bayer System 340 bDNA Analyser, New York, USA). A

contagem de linfcitos T CD4# foi realizada pela citometria de
fluxo, apds marcagdo com anticorpos monoclonais, obtendo-se
contagem das células (Becton Dickinson, Immunocytometry
Systems, San José, CA, USA). Ambos os exames foram re-
alizados pelo Laboratério Central do Hospital das Clinicas
da UFMG e foram utilizados os resultados mais préximos
da realizagdo da bidpsia de colo uterino (<3 meses).

A identifica¢do do HPV foi feita por meio da técnica
de reagdo em cadeia de polimerase (PCR). As amostras
eram conservadas em geladeira a 4°C até seu processamento
(24 a 48 horas ap6s a entrega). Com o objetivo de extrair
o DNA, as amostras eram inicialmente homogeneizadas
e centrifugadas, sendo desprezado o sobrenadante. Apés
homogeneizacio, foram utilizados dois procedimentos
de PCR para a pesquisa do DNA-HPV: o primeiro para
a deteccdo e o segundo para a tipagem. Primeiramente,
foi feito o mix de detec¢do para o diagndstico qualitativo.
Quando o resultado era positivo, procedia-se a tipagem.
Para a reacdo de detec¢do, foram utilizados dois pares
de primers: MY09/11 e o GP51/6+% em sistema neste-
dPCR. Para controle da extrag¢do, utilizou-se um par de
primers que amplifica o gene da globina: a presenca da
globina atesta a qualidade da amostra, ou seja, existe
DNA adequado para a realizacdo da PCR. As amostras
positivas foram tipadas para os virus dos tipos 6, 11,
16, 18, 31,33 e 35"

As informagdes coletadas foram digitadas em um
banco de dados desenvolvido no programa Epi-Info
versdo 6.04. Os resultados descritivos apresentados
foram obtidos da listagem de frequéncia das caracte-
risticas das diversas varidveis e da obten¢do de medidas
de tendéncia central (média e mediana) e medidas de
dispersdo (desvio padrio).

A E-caderina é uma varidvel categérica ordinal e
foi transformada em dicotdmica: presenca da marcagio
somente no ter¢o basal do epitélio versus presenca da
marcagdo no ter¢o médio ou ter¢o superior do epitélio. A
comparagdo entre a E-caderina e as outras varidveis cate-
goricas foi realizada a partir de tabelas de contingéncia,

Figura 1 - Expressdo da E-caderina na membrana da célula epiteliol em 1/3 do epitélio cervical [A = 100x), em 2/3 do epitélio cervical (B — 100x) e

em foda a espessura do epitélio cervical (C — 400x).
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sendo utilizado o teste do %* com corre¢do de Yates para
comparacio de propor¢des. Quando uma das frequéncias
esperadas foi menor que cinco, utilizou-se o teste de
Fisher. Foram incluidas no modelo de regressdo logistica
todas as varidveis com valor p<0,25, denominadas mo-
delo inicial. Em seguida, as varidveis ndo-significativas
(p=0,05) foram retiradas uma a uma, segundo o maior
valor de p, considerando-se ainda a significAncia clinica.
Foi utilizado o pacote estatistico SPSS e adotado o nivel
de significincia estatistica de 5%.

Resultados

Das 77 pacientes recrutadas, a média de idade foi
de 31,0%8,7 anos, com limites entre 17 e 57 anos. Em
relacdo a escolaridade, verificou-se que 29 pacientes
(37,7%) tinham até o ensino fundamental, 31 pacientes
(40,3%) até o ensino médio e 17 pacientes (22,1%)
tinham cursado o ensino superior. Nao houve nenhum
caso de paciente cursando pés-graduagio. Identificou-
se tabagismo em 16 pacientes (20,8%) e alcoolismo
em duas (2,6%). Entre as 16 pacientes tabagistas, 15
eram portadoras do HIV.

Em relacdo a vida sexual, 62 pacientes (80,5%) ti-
nham vida sexual ativa e 15 pacientes (19,5%) estavam
em abstinéncia sexual no momento. Em rela¢do ao nd-
mero de parceiros sexuais ao longo da vida, observou-se
que 65 pacientes (84,4%) haviam tido de 1 a 4 parceiros
sexuais, 6 pacientes (7,8%) de 5 a 9 parceiros sexuais e
6 pacientes (7,8%) mais de 9 parceiros.

Nas 77 biépsias de colo uterino, foram diagnos-
ticados 40 casos (51,9%) de lesdao de baixo grau, 30
(39%) de lesdo de alto grau e 7 (9,1%) sem evidéncia

Tabela 1 - Distribuicdo da expressio da E-caderina no epitélio cervical em pacientes
soropositivas e soronegativas para o HIV

Infecciio pelo HIV

E-caderina Sim Nio Total
1/3 17 16 33
2/3 5 3 8
3/3 15 8 23
Total 37 27 64
p=0,5; 2=1,13.

de lesdo intraepitelial cervical, apenas cervicite cronica.
Nio houve diferenga significativa entre os tipos de lesdo
encontrados nos dois grupos (soropositivas ou sorone-
gativas para o HIV) (p=0,9).

Todas as pacientes eram portadoras da infec¢do
pelo HPV. Foram identificados 12 casos de gendtipos
de baixo risco (15,6%), 51 casos de genétipos de alto
risco (66,2%) e em 14 casos (18,2%) os genbtipos nao
foram identificados, apesar de o HPV ter sido detectado.
Quando comparamos os genétipos do HPV (que foram
identificados) com a presenca ou auséncia de infec¢do
pelo HIV, verificamos que as frequéncias de genétipos
de baixo e alto risco foram similares nos dois grupos
(p=0,5; x*=0,29).

No grupo de pacientes soronegativas para o HIV,
foram obtidas 37 laminas dos 37 blocos para a marcac¢do
por E-caderina. Entretanto, dez ldminas foram descartadas
por apresentarem artefatos, descolamento e inclinac¢do
ao corte tangencial que impediam a avaliagdao adequada
do material. Das 27 ldiminas analisadas, encontramos 16
(59,3%) com expressdo em até 1/3 do epitélio, 3 (11,1%)
com expressdo em até 2/3 do epitélio e 8 (29,6%) com
expressdo em toda a espessura do epitélio.

No grupo de pacientes soropositivas para o HIV,
foram coletadas 40 laminas dos 40 blocos para a mar-
ca¢do pela E-caderina. Entretanto, trés liminas foram
descartadas por apresentarem os mesmos defeitos descri-
tos anteriormente que impediam a avalia¢do adequada
dos cortes. Das 37 liminas analisadas, encontramos 17
(45,9%) com expressdo em até 1/3 do epitélio, 5 (13,5%)
com expressdo até 2/3 do epitélio e 15 (40,5%) com
expressdo em toda a espessura do epitélio. A expressdo
da E-caderina nio foi diferente nos dois grupos (p=0,5)
(Tabela 1). Aplicando o modelo de regressio logistica,
ndo se identificaram dados clinico, demogrificos e/
ou comportamentais significativamente associados 2
expressio da E-caderina. Entretanto, observou-se di-
ferenga em relacdo ao tipo de lesdo histopatoldgica: no
epitélio escamoso normal e nas lesdes de baixo grau,
a expressdo da E-caderina ocorreu no ter¢o basal do
epitélio, enquanto nas lesdes de alto-grau sua expres-
sdo ocorreu em 2/3 ou em toda a espessura do epitélio

(p<0,05; %?=36,6) (Figura 2 e Tabela 2).

Tabela 2 - Associacio entre expressiio da E-caderina e lesdo intraepitelial cervical de alto grau (modelo final da regressiio logistica)

Lesdio de alto grau

E-caderina Sim Nio 12 AOR IC Valor de p
1/3 2 31

2/3 6 2 36,6 <0,001
3/3 19 4 - @

2/3+3/3 25 6 335 64,6 10,3-538,4 <0,001
1/3 2 31 1 -

AOR: Odds Ratio ajustada; IC: intervalo de confianga.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2010; 32(6):286-92
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Figura 2 - ExpressGo da E-caderina na membrana da célula epitelial (B, D, F) e comparagdo com o corte corado com HE (A, C, E). Em fodos os casos,
identificou-se lesdo intraepitelial de alto grau (HE) e marcagdo da E-caderina em toda a espessura do epitélio. Observa-se em (D) expressdo da E-caderina

também no citoplasma da célula.

Discussao

A E-caderina é uma proteina relacionada a adesdo
célula-célula e sua expressio na membrana da célula
epitelial tem sido considerada prognéstica'’. Neste es-
tudo, ndo foi verificada associagdo entre a expressdao da
E-caderina e a infec¢do pelo HIV, jd que sua expressio
foi semelhante em pacientes soropositivas e soronegati-
vas. Tais resultados sio compativeis com os apresentados

Rev Bras Ginecol Obstet. 2010; 32(6):286-92

por Darai et al.”, que ndo verificaram associacdo entre a
expressdo da E-caderina e a infeccdo pelo virus HIV. A
expressdo da E-caderina na membrana da célula epitelial
¢é inversamente proporcional ao grau da neoplasia, com
menor expressdo nas lesdes de alto grau e carcinomas in
situ do colo uterino, sendo praticamente ausente nos car-
cinomas invasores'>'¢. Diferentemente, em nosso estudo,
a expressdo da E-caderina foi diretamente proporcional
ao grau da neoplasia cervical. Ou seja, quando as lesdes




intraepiteliais cervicais eram leves ou ausentes (cervicite),
a expressio na membrana da célula epitelial foi frequente
no ter¢o basal do epitélio. Nas lesdes intraepiteliais de
alto grau, a expressdo da E-caderina na membrana atin-
giu o ter¢o médio e superior do epitélio, confirmando
os resultados do outro estudo em que se observou que a
expressdo da E-caderina foi proporcional ao grau da neo-
plasia intraepitelial cervical’. Outros autores verificaram
que a expressio da E-caderina ocorreu na drea da displasia,
havendo expressdo em todas as camadas nas lesdes de alto
grau, resultado comparével ao deste estudo'’. Além disso,
alguns trabalhos verificaram a expressdo da E-caderina
no citoplasma da célula epitelial, e tal expressdo esteve
associada também ao grau da neoplasia cervical'”'®. No
presente estudo, ndo foi avaliada a expressdo da E-caderina
no citoplasma da célula, apesar de esta expressdo ter sido
identificada nas lesdes de alto grau.

Tem se atribuido a E-caderina uma atividade regu-
latéria no comportamento do cincer, e este mecanismo
parece estar associado ao processo de hipermetila¢io do
DNA, ou seja, de genes promotores'®. Acredita-se que a
hipermetilagdo de vdrios genes possa servir como mar-
cador de recorréncia da neoplasia cervical®®. Além disso,
a infecgdo pelo HPV, especialmente o HPV 16, parece
ser um fator importante na regulagdo da E-caderina. O
gene Rb tem papel preponderante na manuten¢do do
fenétipo epitelial, pois ativa o gene E-caderina, agindo
sinergicamente com este tltimo. A interacdo entre E7
e Rb perturba a capacidade de manutencdo do fenétipo
epitelial'. Por isso, a E-caderina pode estar associada 2
recorréncia, ao tamanho do tumor e ao intervalo livre da
doenga nos casos de carcinomas invasores®'.

As diferencas de expressdo da E-caderina obtidas em
diversos estudos podem estar associadas as mutagdes do
complexo E-caderina-catenina. Muitos tumores (pele,
cabeca, pescoco, pulmdo, mama, tireoide, estdmago, célon
e ovirio) apresentam reducdo da expressdo de E-caderina
quando comparados com a expressdo nos respectivos tecidos
normais. A perda de expressdo da E-caderina é observada
na maioria dos tumores géstricos de padrdo difuso e nos
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