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RESUMO

Silva LLC. Perfil de expressao de claudinas nas lesdes de verruga plana e
carcinomas cutaneos na epidermodisplasia verruciforme [tese]. S&o Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

INTRODUCAO: A epidermodisplasia verruciforme (EV) €é uma rara
genodermatose, associada ao beta-papilomavirus humano (B-HPV) e alto risco
de desenvolvimento de céancer de pele. As claudinas sdo proteinas
transmembranas expressas nos diversos epitélios e podem se alterar na
carcinogénese. Para melhor compreensao do papel do B-HPV na carcinogénese
cutanea, realizou-se um estudo da expresséo das claudinas nos pacientes com
e sem EV. METODOS: Um painel de anticorpos anti-claudina -1, -2, -3, -4, -5, -
7 e -11 foi empregado para analisar a expressdo dessa proteina em 108
amostras de pele normal, 39 verrugas planas e 174 carcinomas espinocelulares
cutaneo (CEC), obtidas de 33 pacientes com epidermodisplasia verruciforme
(EV) e 112 individuos saudaveis (ndo EV- NEV). As amostras de CEC foram
organizadas em 4 microarranjos teciduais. A analise estatistica foi realizada por
regressdo logistica para verificar as alteracbes do perfil de claudinas na
carcinogénese e sua relagdo com idade, sexo e fotoexposicdo crbnica nos
doentes com EV e o grupo NEV. RESULTADOS: A expressao focal da claudina-
1 apresentou associacdo com o CEC (p<0,001) e a expresséo néo difusa (focal
ou negativa) da claudina-2 esteve associado a verruga plana (p<0,001), nos

grupos EV e NEV. A expresséo focal da claudina-3 apresentou associagdo com
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o CEC (p<0,001), bem como a imunomarcacao nuclear da claudina-3 (p<0,001),
em ambos o0s grupos. Adicionalmente, a chance da expressdo nuclear da
claudina-3 foi 53% menor nas areas nao fotoexpostas. A claudina-5 apresentou
maiores porcentagens de expressao focal na pele normal, de expresséao difusa
no CEC e na verruga plana EV, e de expressao negativa na verruga plana NEV.
O grupo EV apresentou menor chance de expressao focal e negativa (p<0,001).
Além disso, a negatividade da claudina-5 esteve associada a verruga plana
(p<0,001) e menor média de idade (p<0,001). As claudinas -4, -7 e -11
apresentaram expressao difusa em quase todas as amostras estudadas, nos
grupos EV e NEV. CONCLUSOES: Verificou-se aumento progressivo da
claudina-5 na carcinogénse cutanea e esse processo apresentou relacdo com a
EV. Reducao da expresséo das claudinas -1 e -3 foi observada nos carcinomas
cutaneos, e da claudina-2 nas verrugas planas, no entanto, ndo puderam ser
relacionadas a infeccdo pelo beta-HPV. Idade e fotoexposicao crénica foram
fatores que influenciaram a expressao da claudina-5 e a expresséo nuclear da

claudina-3, respectivamente.

Descritores: epidermodisplasia verruciforme; papilomavirus humano; claudina;

verruga plana, carcinoma espinocelular; imuno-histoquimica
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SUMMARY

Silva LLC. Claudin expression profile in flat wart and cutaneous squamous cell
carcinoma in epidermodysplasia verruciformis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

BACKGROUND: Epidermodysplasia verruciformis (EV) is a rare
genodermatosis, related to human beta-papillomavirus (B-HPV), with high risk for
developing skin cancer. Claudins are transmembrane proteins expressed in
epithelia and may be altered on carcinogenesis. Toward better understanding the
role of B-HPV in cutaneous carcinogenesis, claudin expression study was
performed in lesions of patients with and without EV. METHODS: A panel of anti-
claudin antibodies was assembled to analyze claudins -1, -2, -3, -4, -5, -7 and -
11 expression, by immunohistochemistry technique, in samples of 108 normal
skin, 39 flat warts and 174 cutaneous squamous cell carcinomas (SCC), obtained
from 33 patients with EV and 112 individuals without EV (not-EV - NEV). The
SCC samples were organized in tissue microarrays. Statistical analysis was
performed by logistic regression, aiming to verify changes in claudin profile in
carcinogenesis and its relationship with age, sex and chronic sun exposure area,
in patients with and without EV. RESULTS: Claudin-1 focal expression was
associated with SCC (p<0.001) and claudin-2 focal or negative expression with
flat wart (p<0.001), in EV and NEV groups. Claudin-3 focal expression was
related with SCC (p<0.001), as well as the nuclear immunostaining of claudin-3

(p <0.001), in both groups. Additionally, chance of claudin-3 nuclear expression
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was 53% lower in not sun exposed areas. For claudin-5, focal expression was
more common in normal skin, diffuse expression in SCC annd EV flat wart, and
negative expression in NEV flat wart. The EV group showed lower chance of focal
and negative expression (p <0.001). In addition, the negativity of claudin-5
expression was associated with flat wart (p<0.001) and lower mean age (p
<0.001). Claudins -4, -7 and -11 showed, in both groups, diffuse expression in
almost all studied samples. CONCLUSIONS: Claudin-5 increasing expression
was observed in cutaneous carcinogenesis and this process showed association
with EV. Claudin-1 and -3 down expression were observed in cutaneous
carcinomas, and claudin-2 in flat warts, however, they could not be related with
B-HPV infection. Age and chronic sun exposure area were factors that influenced

claudin-5 and claudin-3 nuclear expression, respectively.

Descriptors: epidermodysplasia verruciformis, human papillomavirus, claudin,

cutaneous squamous cell carcinoma, flat wart, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Considerada modelo de estudo da oncogénese viral, a epidermodisplasia
verruciforme (EV) foi o primeiro indicador de céncer genético associado ao
papilomavirus humano (HPV)!. Trata-se de uma genodermatose rara, marcada
pela presenca de verrugas generalizadas e desenvolvimento de tumores
cutaneos?. Sua etiopatogenia é multifatorial e envolve predisposicédo genética,
propensédo a infeccao pelo beta-HPV, exposicdo a radiacao ultravioleta (UV) e
alteragdes imunolégicas®.

As lesdes clinicas iniciam-se na infancia e sdo caracterizadas por maculas
semelhantes a pitiriase versicolor, verrugas planas (VP) e queratoses
seborreicas* °. Transformacédo maligna é descrita em até 50% dos casos e esta
relacionada ao potencial oncogénico do virus infectante, sendo os HPV-5 e -8 os
principais tipos associados* 6. No Brasil, observou-se uma alta prevaléncia dos
HPV-25 e -14d nos carcinomas da EV’.

A doenca de Bowen e carcinoma espinocelular (CEC) sdo os tumores
mais frequentes na EV, com surgimento entre a segunda e quarta décadas de
vida, principalmente nas areas expostas ao sol*°. Os tumores séo localmente
invasivos e apresentam baixo potencial metastatico, exceto quando expostos a
outros co-carcinogénicos, como radioterapia local®. No Brasil, os tumores desses
pacientes tiveram um curso mais agressivo, provavelmente relacionado ao tipo
de HPV associado e/ou a alta exposicdo a radiacdo UV?.

A oncogénese na EV ainda ndo estd totalmente esclarecida.

Diferentemente dos carcinomas genitais induzidos pelos alfa-HPV, ndo ha a
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integracéo do DNA do beta-HPV ao genoma humano?. Acredita-se que o beta-
HPV atue no processo inicial da carcinogénese cuténea, através da
desestabilizacdo do genoma do hospedeirol®. Além disso, a presenca do beta-
HPV provavelmente ndo € suficiente para a carcinogénese na EV, visto que nem
todas as lesdes cutaneas da EV, mesmo as relacionadas aos HPV oncogénicos,
sofrem transformacéo maligna. O longo periodo de laténcia (5-20 anos) entre a
infeccdo e o desenvolvimento dos carcinomas sugere a necessidade da
participacdo de co-fatores nesse processo, sendo a radiacdo UV o mais
apontado?.

Sabe-se que beta-HPV apresenta tropismo para queratinécitos, onde
causa a proliferacao das células e pode induzir atipia celular, displasia epitelial e
cancer. Na carcinogénese epitelial, a arquitetura tecidual desaparece, com
desorganizacao intercelular e perda de adesao célula-matriz?. O conhecimento
das alteracdes estruturais que ocorrem na transformacgéo maligna é importante
para a compreensao da oncogénese viral.

”»

As “tight junctions™ (TJ) séo juncdes intercelulares, localizadas na regiédo
apical dos espacos paracelulares, no epitélio dos mamiferos34. O complexo TJ
é formado por varios componentes, como as proteinas transmembranas, entre
elas as claudinas, ocludinas e moléculas de adesé&o juncionais (JAM- “junctional
adhesion molecules”), e as placas proteicas, compostas por zdénula de ocluséo
(ZO), proteina multi-PDZ-1 (MUPP-1) e cingulina, que estdo conectadas ao
citoesqueleto por filamentos de actina'®. Entretanto, a composicdo molecular da

TJ é complexa e varia de acordo com o tipo de célula e o grau de diferenciacéo

celular?s,
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As claudinas s&o as principais proteinas integrais de membrana das TJY.
Existem aproximadamente 27 isoformas de claudinas e elas sdo compostas de
quatro dominios transmembrana, dois dominios terminais citoplasmaticos e
possuem duas alcas extracelulares'® 19, Elas estédo envolvidas na manutengéo
do citoesqueleto, na sinalizagdo celular, montagem, estabilizagdo e na
permeabilidade das TJ'. Sdo expressas no epitélio normal, bem como nos
tumores, benignos e malignos, sendo responsaveis pela heterogeneidade das
caracteristicas paracelulares dos diferentes epitélios!®. Nos tumores epiteliais,
alteracdes na expressédo das claudinas tém sido associadas aos processos de
sobrevivéncia e invasdo das células neoplasicas, influenciando no
comportamento biolégico do tumor?. Dessa forma, o perfil de expresséo das
claudinas nos diferentes tumores pode ser usado como ferramenta diagnéstica
e prognostica dessas neoplasias!4.

Alteracbes no perfil das citoqueratinas e reducdo na expressédo da E-
caderina ja foram demonstrados nas lesdes de verruga plana da EV?L. Também
ja foram estudados a expressdo das claudinas nos CEC cutaneos, de colo
uterino e tonsilar, associados ou ndo ao HPV?>25, Embora algumas infeccées
virais tenham demonstrado relacdo com proteinas das TJ?%, ainda ndo esta claro
se existe correlagéo significativa entre a infeccao pelo HPV e a expressao das
claudinas.

Neste estudo, analisamos a expressao das claudinas-1, -2, -3, -4, -5, -7 e
-11 na pele normal, verrugas planas e CEC cutaneo, em pacientes com e sem
EV, na tentativa de correlacionar a expressdo dessas proteinas com a
progressao do carcinoma cutaneo, associado ou nédo ao beta-HPV, presente nos

pacientes com EV.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais
Demonstrar o perfil de expresséo de claudinas na progresséo das lesdes

cutaneas da epidermodisplasia verruciforme.

2.2. Especificos

Demonstrar e comparar o perfil de expresséo de claudinas -1, -2, -3, -4, -
5,-7e-11 nas:
- Les@es de verrugas planas dos doentes com epidermodisplasia verruciforme;
- Carcinoma espinocelular “in situ” (doenca de Bowen) e invasivo dos doentes
com epidermodisplasia verruciforme e comparar com os carcinomas do mesmo
tipo histolégico de doentes nao portadores da doenca.

Correlacionar o perfil de expressao de claudinas -1, -2, -3, -4, -5, -7 e -11
com caracteristicas clinicas (sexo e idade) e localizacdo (areas com e sem
fotoexposicao cronica) das lesdes de verrugas plana, carcinoma espinocelular

"In situ", invasivo e pele sem lesdes, dos dois grupos de doentes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Epidermodisplasia verruciforme

3.1.1. Historico

A epidermodisplasia verruciforme (EV), também conhecida como doenca
de Lutz-Lewandowsky é uma genodermatose rara descrita inicialmente por
Lewandowsky e Lutz em 1922, como uma anomalia congénita da epiderme?’.
Sua entidade nosoldgica foi discutida durante décadas. A participacdo de um
virus como agente etiologico sé foi confirmada apés os experimentos de
autoinoculacéo e heteroinoculacdo realizados por Lutz e Jablonska??, nas lesdes
benignas de EV, associado a observacdo de particulas virais com uma

morfologia semelhante a do virus da verruga humana?® (Figura 01).

v 5

Figura 1. ldentificacdo do virus EV por técnica de coloracdo negativa (acido fosfotingstico),
demonstrando os capsémeros virais. Menor aumento x170.000; maior aumento x550.000. Fonte:
Jablonska et al. (1966)2°
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O papel do virus no desenvolvimento de canceres associado a EV so foi
demonstrado décadas depois, com a deteccdo do genoma do HPV-5 em
carcinomas de EVS. Desde entdo, a EV é considerada um modelo para o estudo

da oncogénese viral em seres humanos®.

3.1.2. Epidemiologia

A EV é uma doenca rara, de ocorréncia universal, sem predisposicao de
género, raca ou distribuicdo geografica* > 31. Cerca de 501 pacientes ja foram
descritos®?, porém sua incidéncia é incerta, devido aos relatos esporadicos de
casos em todo o mundo®3. Estima-se uma frequéncia de 11% na Europa e nos
Estados Unidos da América (EUA), chegando a 40% entre os japonese33. A

prevaléncia no Brasil também é desconhecida.

3.1.3. Apresentacao clinica

A doenga inicia-se na infancia, entre 5 e 11 anos de idade, embora haja
relatos de inicio precoce (ao nascimento) e tardios (entre a terceira e quarta
décadas de vida)*%34. O quadro clinico é polimérfico e é caracterizado pela
presenca de verrugas planas, maculas semelhantes a pitiriase versicolor e

queratoses seborreicas* ® (Figura 2).
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Figura 2. Apresentacdo clinica da epidermodisplasia verruciforme. (a) Mdultiplas lesdes de
verrugas planas no tronco (notar pseudo Koebner). (b) Maculas semelhantes a pitiriase versicolor
no tronco; (c) Mdltiplas queratoses seborreicas associadas a lesdes semelhante a pitiriase
versicolor. (d) Verrugas planas no dorso da mé&o. Fonte: Departamento de Dermatologia da
FMUSP

A verruga plana-simile é a lesdo inicial mais frequente e se localiza
principalmente no dorso das méos e na face* . Sdo papulas e placas planas,
cor da pele ou rosada, discretamente descamativas®. Um pseudo fenémeno de
“Koebner” é frequentemente observado, com mudltiplas les6es de verrugas
planas em &reas de escoriacéo, resultante de inoculacdo do HPV# 36, Verrugas
comuns podem ocasionalmente estar presentes, mas a ocorréncia de verrugas
anogenitais é excepcional.

As maculas que caracterizam a EV sao eritematosas, discretamente
descamativas, semelhantes a lesdes de pitiriase versicolor®#4. Acometem face,
pescoco e tronco, e podem mudar de aspecto e cor ao longo dos anos, tornando-

se hipocrémicas no estagio final da doenca* 3°. Desenvolvem-se alguns anos
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apos as verrugas planas, mas podem ter inicio concomitante com as mesmas,
em até 46% dos casos* 4.

As lesdes de queratose seborreica (QS) sdo descritas como pépulas e
placas marrons, hiperqueratoésicas, bem circunscritas, com 5-18mm de diametro,
localizadas nas areas fotoexpostas, como fronte, regido cervical e dorso
superior®’. Geralmente sdo mudltiplas e encontram-se agrupadas e associadas
aos demais achados clinicos®’. S4o mais comuns nos individuos negros e estdo
possivelmente associados com o fenétipo maligno de EV38 3°, Embora as lesdes
de QS sejam consideradas benignas, ha relato de sua transformacdo em doenca
de Bowen??. Oliveira et al.®” observaram les6es de QS em 20 pacientes com EV,
ao longo de 8 anos, entretanto ndo notaram transformacdo maligna nessas
lesBes. Segundo os autores, essa possibilidade ndo pode ser excluida, visto que
o tempo médio decorrido entre o inicio de lesdes benignas e cancer € de
aproximadamente 25 anos em pacientes com EV?7,

Caracteristicamente a EV ndo acomete as membranas mucosas ou couro
cabeludo* 0. Além das alteracdes cutaneas, o retardo mental foi descrito em
10%-14,2% dos pacientes®34. Sintomas subjetivos sdo infrequentes e
irrelevantes*.

A EV pode ser classificada em forma benigna ou maligna, de acordo com
o tipo de HPV envolvido e sua apresentacao clinica. Quando o quadro clinico se
limita as verrugas planas, a EV é classificada como “forma benigna” e geralmente
esta associada aos HPV ndo-oncogénicos -3 e/ou -10% A “forma maligna” é
caracterizada pelo quadro clinico polimorfico, com tendéncia a transformacao
maligna e geralmente esta associado a multiplos HPV-EV (alguns oncogénicos),

como o -5, -8 e -144,
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3.1.4. Curso da doenca

A EV tem curso cronico e progressivo. As lesdes associadas ao HPV-EV
ndo apresentam regressdo espontanea®. Entretanto, ha relato de regressédo em
dois pacientes que apresentavam uma variedade de EV associado a HPV-34L.

Cerca de 30-50% dos doentes com EV desenvolvem cancer de pele ndo
melanoma, principalmente carcinomas espinocelulares (CEC) (Figura 3), e estes
geralmente surgem entre a segunda e quarta década de vida* 1 30, Oliveira et
al.* descreveram um indice de malignizacdo de 62% nos seus pacientes, com

desenvolvimento de tumores cutaneos em 100% dos doentes com a forma

maligna da EV.

j

oY N o R

Figura 3. Surgimento de les6es malignas nas lesdes clinicas de EV. (a) Carcinoma espinocelular
ulcerado na fronte. (b) Carcinoma espinocelular na regido clavicular direita. Fonte: Departamento
de Dermatologia da FMUSP

As lesbes que sofrem transformacdo maligna geralmente localizam-se
nas areas expostas ao sol e correspondem a queratoses actinicas (QA)*#2.
Apesar da grande exposicao solar na regido nasal e malar, alteracbes pre-

malignas sdo raras nessas regides*?. Os tumores cutaneos localizam-se
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principalmente na fronte (50%) e regiéo temporal. A elevada incidéncia de cancer
nessa regido poderia ser explicada, além da exposicado solar crbnica, pela
presenca das células-tronco (“stem cells”) nos foliculos pilosos, como provaveis
reservatorios do HPV-EV e a acao sinérgica de carcind6genos quimicos, como 0s
esqualenos e 4cidos graxos do sebo* 42,

Os céanceres de pele desenvolvem-se lentamente, mas sao localmente
destrutivos®®. Invasdo profunda e metastases sédo raras, mas tém sido

observadas em alguns pacientes, especialmente quando expostos a radioterapia

local® 42 (Figura 4).

Figura 4. Evolucéo po6s radioterapia. (a) Cicatriz na fronte direita, apds resseccao cirlrgica de
CEC indiferenciado invasivo, com radioterapia adjuvante. (c) Recorréncia do CEC ap6és 1 ano,
com invasao de estrutura 0ssea, lobo frontal, drbita direita e metastase para a glandula parétida,
evoluindo com desfiguracao facial apos tratamento cirdrgico. (d) Apds quase 20 anos de
seguimento, paciente desenvolveu multiplos carcinomas, incluindo carcinoma basaldide pouco
diferenciado na regido parietal direita. Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2015)8

3.1.5. Achados histopatoldgicos e ultraestruturais
Todas lesdes clinicas da EV compartiiham as mesmas caracteristicas
histopatolégicas, com estrato corneo em “rede de basquete”, paraqueratose e

acantose®®. E no estrato malpighiano hiperplasico que sdo observadas as
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alteracdes citopaticas caracteristicas: células grandes, com halos perinucleares
e citoplasma palido, azul-acinzentado, conferindo o aspecto de “células em olhos
de passaro’, além de granulos querato-hialinos de tamanhos e formas
variadas?#3® (Figura 5). Esse efeito citopéatico é caracteristico para todos os EV-

HPV, independente do gendtipo do virus?.
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Figura 5. Efeito citopatico na EV. Multiplos granulos querato-hialinos associado a humerosas

células com vacuolizagéo perinuclear (“células em olhos de passaro”) nas camadas granulosa e

espinhosa superior da epiderme (Hematoxilina-eosina, 400x). Fonte: Departamento de
Dermatologia da FMUSP

Nas lesdes de verrugas planas da forma maligna, observa-se o efeito
citopético viral desde a camada suprabasal até as camadas superiores da
epiderme, o que é caracteristico das lesdes causadas pelo HPV-EV,
principalmente o HPV-5 e -82. Nas les6es da forma benigna, observa-se o efeito
citopatico viral somente nas camadas superiores do epitélio?.

As lesBes de gqueratose seborreica apresentam o efeito citopatico viral da
EV, associado aos achados histopatoldgicos caracteristicos desse tipo de leséo:
hipergueratose, acantose basaloide, papilomatose e pseudocistos cérneos, com

melanina amplamente distribuida no citoplasma dos queratindcitos*. Em todas
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as lesdes de EV, a derme nao apresenta alteragoes significativas, podendo exibir
leve infiltrado inflamatério mononuclear perivascular4.

A transformacg&o maligna inicia como proliferacéo das cristas epidérmicas,
com numerosas células disqueratéticas*?. O padréo de displasia epitelial e perda
da polaridade epidérmica € semelhante ao da queratose actinica e até mesmo
da doenca de Bowen, com hiper e paraqueratose, contendo grande quantidade
de DNA do HPV#2, Mitoses atipicas podem estar presentes em todas as camadas
da epiderme*?. O efeito citopatico viral caracteristico desaparece ou é observado
apenas na epiderme adjacente, onde néo ha sinais de transformacdo maligna®?.
Frequentemente, a transformacdo maligna comeca em torno de foliculos
pilosos*2.

A doenga de Bowen e o CEC cutaneo séo os tumores mais frequentes da
EV, sendo caracterizados pela atipia bowendide, com células disqueratoticas
“‘monstruosas” - células multinucleadas e disqueratéticas, com nucleos
irregulares, grandes, hipercromaticos e pleomorficos, associado a mitoses
atipicas® 4.

Na microscopia eletrdnica, as células atipicas sdo caracteristicas e
evidenciam particulas virais nos ndcleos das camadas superiores, nucleoplasma
desorganizado, com marginalizacdo da cromatina*? 4> (Figura 6). O citoplasma
é pobre em organelas, com excecdo dos ribossomos*?. Os granulos de querato-
hialina s&o proeminentes, irregulares e ndo estdo associados aos

tonofilamentos*2.
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o de epidermodisplasia verruciforme. (a)
Queratindcito com nuicleo de formato irregular, cisternas do reticulo endoplasmatico dilatadas e
tonofilamentos agrupados na periferia do citoplasma (aumento original 10.000x) (b) Tipicas
particulas virais com arranjo cristalino (aumento original 27.000x). Fonte: Departamento de
Dermatologia FMUSP

Os canceres invasivos preservam a principal caracteristica ultra-estrutural
da atipia bowenodide (disqueratose e apoptose)*?. Os corpos apoptoticos,
geralmente englobados por queratinécitos vizinhos, sdo compostos por feixes
compactos de tonofilamentos, entremeados com restos de mitocondrias e
reticulo endoplasmatico*?. Eles sdo envolvidos por uma membrana Unica ou

dupla e sdo degradados pelas enzimas proteoliticas lisossomais*2.

3.1.6. Etiologia e patogénese
A EV é considerada uma doenca multifatorial, que envolve a participacéo
de agente infeccioso (HPV), fatores genéticos, ambientais e alteracdes

imunolégicas® 42.

3.1.6.1. Agente infeccioso: Infec¢ao pelo HPV
3.1.6.1.1. Caracteristicas estruturais do HPV
Os papilomavirus humanos (HPV) sdo pequenos virus de DNA (50-

55nm), que apresentam um envoltério externo (capside icosaédrica), porém sem
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envelope lipoprotéico periférico3® 46: 47, Mais de 130 genétipos de HPV ja foram
descritos?®.

Os papilomavirus compartilham a mesma organizacdo genética®®. O
genoma do HPV consiste em uma molécula circular DNA de cadeia dupla, com
7500-8000 pares de base de DNA, que contém 10 sequéncias de codificacao de
genes®?4’, O seu genoma pode ser dividido em trés regides: as regides “E”
(“early”) e “L” (“late”), denominadas “ORF” (“open read frames” ou unidades de
tradugao), e uma regido nao codificante “LCR” (“long control region”). A regiao
precoce (E) codifica seis proteinas ndo-estruturais denominadas E1, E2, E4, E5,
E6 e E7. A regido tardia (L) que codifica duas proteinas estruturais conhecidas

como L1 e L2448 (Figura 7).

Inibigdo do reparo do dano ao DNA induzido por
radiagdo ultravioleta; inibigdo da diferenciagdo

E6

LCR

E7~ Desregulagdo do ciclo celular
e inibi¢do da apoptose

Proteina principal do capsideo L1

(L1

7400/1

Replicagdo do DNA viral
E1]

HPV 38
7400 nt

Menor proteina do capsideo L2

L2

E6 (200 - 625)

E7 (622 - 924)

Replicagdo do DNA viral

E1(911 - 2725]
. ) Regulagdo do gene viral

E2 (2667 - 3992)
E4 (3178 - 3747) Liberagdo viral |
12 (4067 ~ 5650)

L1 (5661 —7193)

Figura 7. Genoma do HPV38, membro do género beta-HPV, representado por um circulo preto.
As posic¢des dos genes precoces “E” (“early”) e tardios “L” (“late”) s&o representados por cores
diferentes, com suas func¢des descritas. LCR: “long control region”. Fonte: Adaptado de Accardi
et al. (2014)+®

As proteinas E sdo, em geral, responsaveis pela regulacdo da funcéo

viral*’. As proteinas E1, E2, E4 e E5 s&o necessarias para a replicacéo do DNA
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viral*’. A proteina E2 também esta envolvida na segregacéo do genoma viral nas
células em divisdo e na transcricdo viral®®. A proteina E4 liga-se as queratinas
epiteliais, facilitando a producdo de virions, por interromper a diferenciacéo
celular normal*?. A proteina E5 também exibe propriedades promotoras do
crescimento®. As proteinas E6 e E7 interagem com as proteinas reguladoras do
ciclo celular, sendo necessérias para a promoc¢ao da fase “S” e para inibir a
apoptose no repouso e nos queratinécitos terminalmente diferenciados®. Dessa
forma, as proteinas E6 e E7 cooperaram para manter a infeccdo latente
intracelular*’.  Além disso, as proteinas E6 e E7 dos genétipos de HPV
potencialmente oncogénicos sao capazes de induzir instabilidade genética e
cromossémica°,

As proteinas estruturais L1 e L2 sdo necessérias para a formacdo dos
capsidios de HPV e das particulas “virus-like” (VLP)*?50, Além disso, a proteina
L1 contém epitopos indutores de anticorpos neutralizantes e os epitopos de L2
sdo responsaveis pela reatividade grupo-especifica de anti-soros*2.

A porcdo LCR contém elementos de controle para a transcricdo e
replicacdo viral*’. Esses elementos ligam-se a varios fatores de transcricdo

envolvidos na regulagdo do DNA e na expressdo génica viral*?.

3.1.6.1.2. Classificacao filogenética do HPV

O HPV pertence a familia Papillomaviridae*®. Os varios tipos de HPV séo
distribuidos em cinco géneros filogenéticos: alfa, beta, gama, mu e nu-
papilomavirus*® (Figura 8). Os géneros sdo subdivididos em espécies e tipos,
baseados na comparacdo da sequéncia de nucleotideos3°. Os membros da

mesma espécie apresentam propriedades biologicas e patoldgicas
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semelhantes*®. Um novo tipo de HPV é definido quando este apresenta uma
homologia na sequéncia nucleotidica de seu gene L1 (regido mais conservada
do genoma viral) menor que 90%, em relacdo ao HPV conhecido mais
intimamente relacionado?® 4. Diferencas entre 2 a 10% definem um subtipo e

menores que 2% definem uma variante*6: 51,

Alpha-papillomavius
(cutdneo e mucoso)

Mu-papillomavius
(cutaneo)

atoHPvit . ;
“qnwa""j/ Mu-papillomavius

THPVE eV (cutaneo)
Q10HPV121

Gamma-papillomavius
(cutdneo)

Beta-papillomavius
(cutdneo)

Figura 8. Géneros do HPV: Alpha- (marrom claro, rosa e amarelo), Beta- (azul) e
Gammapapillomavirus (verde) representando 0s maiores grupos; HPV do género
Alphapapillomavirus séo frequentemente classificados como cutaneo de baixo risco (marrom
claro), mucosa de baixo risco (amarelo) ou alto risco (rosa), de acordo com a associagdo com o
desenvolvimento do cancer. Os tipos de alto risco destacados em vermelho sdo confirmados
como “carcinbgenos humanos” com base em dados epidemioldgicos. Os demais tipos de alto
risco sao “provaveis” ou “possiveis” cancerigenos. Fonte: Adaptado de Egawa et al. (2015)5!

Todos o0s gendtipos dos HPV genitais pertencem ao género alfa-
papilomavirus. Os HPV cutaneos apresentam uma maior heterogeneidade e

pertencem aos géneros alfa, beta, gama, mu, ou nu-papilomavirus?®.
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3.1.6.1.3. HPV relacionados a EV (HPV-EV)

Os pacientes com EV apresentam propensdo a infeccdo por cepas
especificas de HPV, denominadas HPV-EV. Apesar de inicialmente descritos
apenas nos doentes com EV, hoje sabe-se que o HPV-EV pode estar presente
na pele normal de individuos sadios, indicando que a populacdo normal
(assintomatica) pode servir de reservatério para 0 HPV-EV3% 52,

Os gendtipos do HPV-EV constituem o género beta-papilomavirus. Mais
de 100 tipos de HPV ja foram identificados, mas principalmente os HPV-3, -5, -
8, -9, -10, -12, -14, -17, -19 a -25, -28 e -29 estdo relacionados a EV3% %3,

Diversos tipos de HPV-EV podem estar presentes nas lesdes benignas da
EV, bem como mais de um tipo de HPV no mesmo paciente3!l. A transformacéo
maligna depende do potencial oncogénico do virus infectante, sendo os HPV-5
e -8 principais tipos associados3% %3, No Brasil, Oliveira et al.” encontraram alta

prevaléncia do HPV-EV-25 e -14d nos carcinomas da EV.

3.1.6.1.4. Patogénese da infec¢éo pelo HPV

O ciclo de vida do HPV é diretamente relacionado a diferenciacao celular
da célula hospedeira. Na pele, a infec¢do pelo HPV inicia-se com a quebra da
barreira cutanea®. O papilomavirus infecta inicialmente as células da camada
basal, através de ligacdo heparan-sulfato na superficie dessas células®®, onde
se mantém em uma fase latente como plasmideos extracromossémicos, que se
replicam concomitantemente com oS cromossomos, porém nao ha producéo de
virus por essas células®* 6,

A fase replicativa, a sintese proteica, bem como a montagem dos novos

virus ocorrem nos queratinécitos diferenciados das camadas suprabasais®’. A
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medida que os gueratindcitos se diferenciam e ascendem para as camadas mais
superficiais da epiderme, as particulas virais infecciosas se replicam (Figura 9).
Normalmente, antes de atingir a camada cérnea, os queratindcitos interrompem
a divisdo celular, porém a presenca do virus interfere com a parada do ciclo
celular, permitindo a replicacdo do seu genoma, que se traduz histologicamente

como a acantose associada a papilomatose, observadas nas lesdes °’.

Queratindcitos mortos
liberando particulas
virais

Queratindcitos mortos

hiperrlierstose [Estrato corneo]
@
paraqueratose | o pas — .~ Queratina
e ] 92 @
coilécito S {2 7
E [Estrato granuloso]
E
3.9 5 i
Acantose 2"§ Granulo de querato-hialina
:'g Coilécito
= Vacuolo

Nucleo
Corpos de inclusao

[Estrato espinhoso]

Tonofibrilas

s [Estrato basal]

@ Virion HPV ™,

O DNAHPV
Lamina Basal

Figura 9. Patogénese do HPV. (A) Caracteristicas histologicas. (B) Caracteristicas citoldgicas.
Fonte: Adaptado de Mandell, Douglas e Bennett's (2014)58

3.1.6.1.5. Carcinogénese do HPV
3.1.6.1.5.1. HPV e carcinoma do colo uterino

A associagéo dos alfa-HPV de “alto grau” (HPV-16 e -18) com cancer de
colo uterino j& estd bem estabelecido. A integragdo do genoma viral aos
cromossomos da célula hospedeira € o principal evento na carcinogénese

cervical uterina® (Figura 10).

Tese de Doutorado — Lana Luiza da Cruz Silva



22

INTEGRAGAO ACIDENTAL DE UM
FRAGMENTO DO DNA VIRAL NO
CROMOSSOMO DO HOSPEDEIRO

ﬁ

As proteinas virais
medeiam a replicagdo
controlada
do virus

Cromossomo do hospedeiro Cromossomo

do papilomavirus

CRESCIMENTO BENIGNO OU DE VERRUGAS

TUMOR MALIGNO

A produgdo descontrolada de proteinas
virais dirige a proliferacdo celular

Genes integrados
codificam
proteinas virais

Figura 10. Carcinogénese do alpha-HPV. Os cromossomos dos papilomavirus sdo mantidos
estaveis nas células basais do epitélio como plasmideos, cuja replicacdo é regulada para que
eles estejam em fase com os cromossomos da célula hospedeira (crescimento benigno).
Acidentes podem causar a integracdo de um fragmento do plasmideo no cromossomo do
hospedeiro, alterando o ambiente dos genes virais nas células basais, rompendo o controle
normal da expresséo génica viral. A expressao desregulada das proteinas virais interfere com o
controle da divisao celular nas células basais, contribuindo com o desenvolvimento do cancer

(tumor maligno). Fonte: Alberts B. (2010)>”

A integracdo é um evento terminal do ciclo de vida viral e muitos genes

virais s@o deletados ou inativados no DNA integrado. A integracao de DNA viral

pode resultar na ruptura do gene regulador viral E2, levando a expresséo

desregulada de genes virais E6 e E7. Nos HPV de alto risco, as proteinas virais

E6 e E7 produzidas pelo HPV sequestram as proteinas retinoblastoma (pRB) e

p53 das células hospedeiras, resultando em instabilidade cromossémica, com

proliferacdo, imortalizacdo e transformacdo maligna das células infectadas®®

(Figura 11).
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CELULA NORMAL EM REPOUSO INFECCAO VIRAL PRODUZ E6 E E7
A proteina Rb se liga ao fator
de proliferagdo celular Fator de
proliferacao ‘
celular‘a(ivo ‘
* DNA \ Proteina viral E7
7 &R
Fator de proliferacdo celular inativo SESSIATIY
(proteina reguladora de gene) l

CICLINA E TRANSCRICAO

Proteina P53 ativa serve de freio
da proliferagdo celular
/ Proteina . -
Lo e~ C—
< DNA

e — 5 &

!

TRANSCRIGAO DE P21

pS3inativa —___

PROLIFERAGAO CELULAR ATIVADA

BLOQUEIO DA PROLIFERACAO CELULAR PELO DNA DO VIRUS

Figura 11. Ativacédo da proliferacao celular por um virus de DNA tumoral. Os papilomasvirus
produzem duas proteinas virais, E6 e E7, que sequestram as proteinas Rb e p53 das células
hospedeiras. A ligagdo da proteina E6 leva & ubiquinagdo da proteina p53, induzindo sua
protedlise (ndo mostrada). Fonte: Alberts B. (2010)%7

3.1.6.1.5.2. HPV e carcinoma cutaneo

A participagdo do HPV no desenvolvimento do carcinoma cutaneo na
populacdo geral ainda é controversa. A deteccdo do HPV nas lesdes de doenca
de Bowen extragenitais, localizadas principalmente nas maos, sugere
autoinoculacao a partir de lesdes genitais, onde o papel do HPV ja est4d bem
documentado®®.

Entretanto, nem todos os CEC séo infectados pelo HPV e as prevaléncias
descritas variam dependendo do método de deteccéo utilizado®®. Além disso, a
deteccéo do HPV nas amostras de CEC cutaneo ndo implica em causalidade®®.
N&o se sabe se o virus tem papel coadjuvante em alguns subgrupos de CEC
cutaneo, se sua presenca € meramente expectante, ou se as atuais técnicas de
deteccdo do HPV séo limitadas, ndo demonstrando a presenca do HPV em todas

as amostras estudadas®®. Atualmente, apenas os HPV-5 e -8 sdo classificados
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como possiveis carcindgenos (grupo 2B) pela “International Agency for Research
on Cancer” (IARC), no contexto da EV>6: 61,

O mecanismo molecular pelo qual os beta-HPV facilitam a progresséo do
cancer cutaneo na EV difere do mecanismo proposto para os alfa-HPV. Os beta-
HPV provavelmente atuam no inicio do processo da carcinogénese, ndo sendo
essenciais na manutencéo desse processo®?. Acredita-se que as infeccdes pelo
beta-HPV desestabilizam o genoma do hospedeiro, permitindo o
desenvolvimento de tumores ainda na auséncia do genoma viral©.

Trés mecanismos atuantes na carcinogénese cutdnea ja foram
elucidados. A producdo da proteina E6 pelo beta-HPV ativa a telomerase,
prolongando a vida util dos queratindcitos infectados, que morreriam com a
senescéncia natural. Isso permite que essas células transmitam o DNA mutado
para sua progénie, fato relevante quando acomete as células-tronco, visto que
0s queratindcitos possuem curto tempo de vida®¢. Além disso, o beta-HPV tem
a capacidade de anular a proteina pré-apoptoética Bak (“BCL2-antagonist/killer”),
que é expressa apos o dano ao DNA induzido pela radiacdo UV, aumentando a
probabilidade da célula mutada sobreviver®®. Por (ltimo, o beta-HPV bloqueia o
mecanismo de reparo do DNA, ligando-se diretamente ao XRCC1 (“X-ray repair
cross-complementing protein-1”), impedindo o reparo dos dimeros de timina

induzidos pela radiacédo UV, levando a um aumento das mutacdes®® (Figura 12).
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Figura 12. Carcinogénese do HPV no cancer de pele ndo melanoma. Fonte: Adaptado de Arron
et al. (2011)%

Mitocondria

Citoplasma

Entretanto, os estudos demostram que os diferentes beta-HPV agem de
maneiras distintas. O beta-HPV-38 parece ser o mais versétil, agindo por
diversas vias (Figura 13). Sua proteina E6 atenua a fosforilacao da proteina p53
e ubiquitinacdo em resposta a exposi¢do aos raios UV, resultando em menor
reparo do DNA celular danificado®®. A proteina E6 também altera a capacidade
do p53 de ativar proteinas envolvidas na apoptose celular, induzindo o acimulo
de DNp73, uma isoforma e antagonista do p53#. O beta-HPV-38 também induz
a telomerase por um mecanismo dependente da proteina associada a E6 (E6-

AP)62,
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Figura 13. Alvos celulares das proteinas E6 e E7 de beta-HPV especificos. Fonte: Adaptado de
Nunes et al. (2015)52

Assim como os alfa-HPV, a proteina E6 de alguns beta-HPV induz
degradacdo de BAK, via integracdo com E6-AP, evitando assim a liberacdo de
fatores mitocondriais pré-apopt6ticos®3. A interacdo de E6 com E6-AP também é
necessaria para a inducdo de hTERT (telomerase humana transcriptase)®.
Também foi observado que em queratinécitos humanos transduzidos com as
proteinas E6 e E7 dos HPV-38 e -39, a transcricdo induzida de E2F é
provavelmente ativada, visto que essas proteinas virais induzem

hiperfosforilacdo da pRb®%?% 62,

3.1.6.2. Fatores genéticos

A EV pode ser uma doenga de transmissdo genética ou esporadica®. A
maioria dos autores considera a doenca de transmissao autossdmica recessiva,
devido a elevada incidéncia familiar, com mais de 30% dos irméaos acometidos,
porém com infrequente acometimento das geracdes sucessivas* 3. Além disso,

10% a 92% dos doentes com EV sdo fruto de casamentos consanguineos®* .
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Casos de heranca ligada ao cromossomo X e herancga autossomica dominante
ja foram reportados, indicando grande heterogeneidade genética na EV3! 6668,

Casos esporédicos sdo definidos quando ndo ha casos relatados na
familia. O termo “EV adquirido” vem sendo usado para descrever individuos
imunocomprometidos que desenvolvem o fendtipo de EV, geralmente
transplantados de 6rgéos sélidos e doentes com Aids®7: 69 70,

Cerca de 75% dos individuos afetados apresentam mutagfes
homozigdticas inativadoras nos genes EVER1 e EVER2 (“Epidermodysplasia
Verruciformis Enhancing Region”), que pertencem a uma grande familia de
proteinas semelhantes a canais transmembrana (“transmembrane channel-like”
- TMC), sendo também denominados TMC6 e TMC8, respectivamente3°: 53 67,69,
Ja foram identificadas sete mutagdes no gene TMC6 e cinco mutagdes no gene
TMC8 na EV'L.

Ambos o0s genes estdo localizados no cromossomo 17925, sendo
expressos nos queratindcitos e nas células do sistema imunolégico, como
linfécitos T e B, células “natural-killer” (NK), células endoteliais, células mieldides
da medula éssea e células dendriticas®®. Os genes TMC6 e TMC8 codificam
proteinas que inibem a transcricdo de fatores cruciais para a expressao génica
do HPV e regulam negativamente a imunidade celular mediada por células,
prejudicando a capacidade de apresentar peptideos derivados do HPV para
subpopulacdes de linfécitos T°. Essas proteinas do canal transmembrana
(TMC) sao expressas no reticulo endoplasmatico e formam um complexo com o
transportador-1 de zinco (ZnT-1), que regula a distribuicdo do zinco intracelular®.

O ZnT-1 esta envolvido no efluxo e na resisténcia a toxicidade do zinco, levando
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a possibilidade de niveis intracelulares desequilibrados afetarem o ciclo de vida
viral’?.

Queratindcitos de pacientes com deficiéncia de TMC apresentam uma
alteracéo da homeostase do zinco e aumento da atividade proliferativa®. Como
consequéncia, observa-se persisténcia do EV-HPV, proliferacdo descontrolada
das células-tronco e amplificacao transitoria de células infectadas com HPV-5 e
HPV-8 (Figura 14), o que pode levar a transformacé&o maligna de algumas
lesGes’ . Patel et al.”> mostraram uma ligacédo entre o gene TMC8 (EVER2) e
CEC cutaneo, tendo os HPV-5 e HPV-8 como agentes causadores em 90% dos

casos.

Sitio deXgagﬁo

AP-1

A Situagdo normal

Sem replicagao
viral

(AP-1)
Sttio de Iiéa;ﬁo
AP-1

- Replicagao viral

i T
9

Figura 14. Modo de acdo do gene EVER na regulacdo da suscetibilidade ao beta-HPV. (A)
Normalmente, o complexo EVER-ZnT-1 é responsavel por um baixo nivel de Zn?* intracelular
livre. Este baixo nivel de Zn?* livre inibe a atividade de fatores de transcricdo AP-1 necessarios
para a replicacdo do beta-HPV em queratindcitos. (B) Em pacientes com EV, um complexo
EVER-ZnT-1 disfuncional leva a um aumento da concentragdo do Zn?*, que causa aumento da
atividade dos fatores de transcricAo AP-1, iniciando a replicagdo do beta-HPV. EV:
epidermodisplasia verrucifome; ZnT-1: transportador-1 de zinco; LCR: “long control region”.
Fonte: Adaptado de Quint et al. (2015)74
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Recentemente, foram descritos pacientes com EV homozigotos para
mutacdes nulas do gene CIB1, que codifica a proteina-1 de ligagdo célcio e
integrina (“calcium- and integrin-binding protein-17)32. A proteina CIB1 forma um
complexo com EVER1 e EVER2, entretanto suas fungdes sé&o independentes.
Em pacientes com EV, a auséncia do complexo CIB1-EVER1-EVER2 permite a
transcricdo do minicromossomo B-HPV, o que leva ao desenvolvimento de
lesBes EV na pele. Esses pacientes apresentam os mesmos fenétipos daqueles
com mutacdes no EVER1 e EVER2, sendo clinicamente indistinguiveis®?.

Mutacdes em outros genes (RHOH, MST-1, CORO1A e IL-7) também
foram descritas em pacientes com suscetibilidade as infec¢des pelo beta-HPV,
nas quais as mutacdes do TMC6 e TMC8 foram anteriormente excluidas®®.
Essas mutacBes foram relacionadas as manifestacées cutédneas fenotipicas
semelhantes a EV, entretanto esses pacientes apresentam uma maior
predisposicao a diversas infeccdes, a depender do gene afetado e da natureza
da célula T deficiente®?. Huang et al.”® sugerem classificar esses individuos com

mutacOes em genes diferentes do EVER como “EV nao classica”.

3.1.6.3. Fatores ambientais

A radiacdo ultravioleta (UV) é um importante carcinégeno cutdneo na
populacao geral, sendo formada por trés comprimentos de onda diferentes: UVC
(variando de 190 a 280nm), UVB (280 a 320nm) e UVA (320 para 400 nm)”>. A
radiacdo UV age de forma sinérgica com o beta-HPV, sendo o principal fator
ambiental envolvido na patogénese da EV. Os mecanismos pelos quais a
radiacdo UV induz a carcinogénese envolvem tanto dano direto ao DNA, como

mecanismos imunomodulatorios (Figura 15).
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Figura 15. HPV e carcinogénese. Fatores de risco na carcinogénese cuténea. A irradiagéo
ultravioleta (UV), o HPV-EV e o estado imunolégico sdo importantes fatores de risco para o
carcinoma espinocelular (CEC) cutaneo. A radiacdo UV aumenta a expressdo de genes virais,
induz dano ao DNA dos queratindcitos, além de causar imunossupressao local. As atividades
anti-apoptéticas e o atraso dos mecanismos de reparo do DNA, influenciados pelo HPV, em
resposta a mutacdes induzidas pela UV, podem levar a persisténcia dos queratindcitos com DNA
danificados e, posteriormente, ao cancer de pele. Além disso, um baixo estado imunidade esta
associado a um risco aumentado para o desenvolvimento de CEC cutaneo. Fonte: Adaptado de
Nindl et al. (2007)7°

A radiacdo UVA induz estresse foto-oxidativo e secundariamente
mutacdes gendmicas caracteristicas’®. A radiacdo UVB causa danos diretos ao
DNA dos queratinécitos, com formacéo de dimeros de timina, capazes de levar
mutacBes nos genes que controlam o ciclo celular, vias de reparo do DNA e de
apoptose celular™. A radiacdo UVB também pode levar a imunossupresséao local
(cutanea) e sistémica, por varios mecanismos. Durante imunossupressao
mediada por UV, as células de Langerhans deixam a epiderme, que é entéo
repovoada com células precursoras de Langerhans, migrando ao longo de um
gradiente CCL20 (“chemokine C-C motif ligand 207)’6. LesGes de EV que néo
apresentam células de Langerhans expressam pouca ou nenhuma proteina

CCL20. Queratindcitos que expressam a proteina E7-HPV-8 produzem
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guantidades baixas da quimiocina CCL20 e apresentam atividade quimiotatica
reduzida em relacdo as células de Langerhans’®. Assim, as células de
Langerhans podem n&o repovoar corretamente as lesées de EV na exposicao a
radiacdo UV7".

A radiacdo UVB também leva a formacdo do isbmero cis do &cido
urocanico, principal absorvedor dessa radiagdo no estrato cérneo, com
consequente supressao das reacfes de hipersensibilidade tardia, estimulo de
linfécitos T supressores e alteracdo nas células apresentadoras de antigenos?26.
O aumento do isbmero cis do acido urocénico resulta na producgédo local de
citocinas imunomoduladoras, inibindo a apresentacdo antigénica. Ha aumento
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e do fator de transformacdo do
crescimento beta-1 (TGF-B), com consequente reducdo da migracéo das células
de Langerhans para os linfonodos regionais, dificultando o reconhecimento de
antigenos tumorais cutaneos pelo sistema imunol6gico®. Vale ressaltar que
foram observados niveis aumentados do isémero cis do acido urocénico na
epiderme de areas fotoexpostas de doentes com EV, assim como de TNF-a e o
TGF-B biologicamente ativos nas lesdes cutaneas desses doentes*?.

Diversos autores vém enfatizando a radioterapia (RT) como um co-
carcinégeno nas lesdes induzidas pelo beta-HPV>878, A RT parece aumentar o
crescimento tumoral, a invasdo e formacéo de metastase(78)124578, Acredita-se
gue a radioterapia atue sinergicamente com a luz solar para induzir mutacdes no
anti-oncogene p538. Terapia de irradiacdo causa tanto imunossupresséo local
guanto sistémica, atraves da liberagcédo de grandes quantidades de citocinas, tais
como TNF-a e TGF-p*8 Dessa forma, contraindica-se a radioterapia nos

pacientes com EV, mesmo como tratamento coadjuvante®.
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3.1.6.4. AlteragBes imunolbgicas

Pacientes com EV nao apresentam alteracbes na imunidade humoral,
com producédo normal de anticorpos?. Suas células de Langerhans tém uma
capacidade de apresentacdo aloantigeno normal, assim como a atividade de
células NK?2.

Devido a raridade da doenca, avaliagées imunoldgicas nos pacientes com
EV sdo pouco disponiveis e muitas vezes inconsistentes®?. Foram relatadas
deficiéncias na imunidade celular, incluindo baixas contagens de células T,
propor¢cdes de células T CD4+/CD8+, falta de responsividade a mitdgenos de
células T, anergia a antigenos da pele e sensibilizacdo ao
dinitroclorobenzeno*6:79:80,

A presencga da mutagao nos genes TMC6/EVER1 e TMC8/EVER?2 parece
ndo reduzir sua expresséo nos linfocitos e na pele’?. Seu papel provavelmente
esta relacionado com a imunidade intrinseca da pele, restringindo a replicacédo
viral e expressdo genética do beta-HPV nos queratindcitos®?. As proteinas
EVER1 e EVER2 interagem com o transportador de zinco ZnT-1, influenciando
na concentragdo de Zn2C intracelular e, assim, na atividade de fatores de
transcricdo, como o AP-1, um ativador chave no ciclo de vida do HPV e na
proliferacdo celular®® 72, Tem sido sugerido também que o EVER?2 influencia a
resposta ao TNF-a promovendo a apoptose, em vez de ativacédo do NF-kB (fator

nuclear kappa B) e de vias de sinalizagdo pro-sobrevivéncia®®: 8,

3.1.7. Diagnostico
De acordo com Majewski et al.*?, o diagndstico da EV é baseado na

associacdo dos seguintes achados: presenca das alteracbes cutaneas
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caracteristicas (verrugas planas no dorso das maos e nos membros, lesées
semelhantes a pitiriase versicolor e queratoses seborreicas no tronco); inicio das
lesbes na primeira infancia; em alguns casos, ocorréncia familiar e
consanguinidade dos pais; persisténcia das lesfes cutaneas e sua lenta
progresséo; auséncia de envolvimento da mucosa e linfonodos; bom estado
geral e auséncias de queixas subjetivas; transformagéo maligna de algumas
lesbes, geralmente naterceira e quarta década de vida, principalmente nas areas
fotoexpostas da face e nas areas de trauma; exame anatomopatoldgico

confirmando os achados clinicos e identificagdo do HPV-EV.

3.1.8. Tratamento

N&o ha tratamento especifico para a EV e as lesdes sao resistentes as
terapéuticas empregadas, limitando o seu uso®*. Devido a distribuicdo
generalizada das lesdes e desenvolvimento progressivo de multiplos canceres
de pele, o tratamento desta doenca torna-se um verdadeiro desafio.

A remocao cirargica é indicada para os tumores cutaneos localizados.
Alguns autores tém sugerido o uso de retindides sistémicos e topicos, interferon,
5-fluouracil (5-FU), &cido 5-aminolevulinico (ALA) e imiquimod como opcdes
terapéuticas*? 53,

A infeccdo pelo HPV é caracterizada pela hiperplasia epitelial, e os
retinbides possuem um efeito antiproliferativo, através do controle da
diferenciacdo das células epiteliais®. Esse efeito benéfico dos retindides pode
ser resultado de alteracdo da diferenciacdo terminal, acdo antiviral direta ou
reforco de células NK8* 85, Apesar de bons resultados, os efeitos dos retindides

sdo reversiveis apés a descontinuacdo dos mesmos*? 8,
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Interferons séo glicoproteinas que séo produzidas pelo sistema imune em
resposta a infeccGes virais®3. Além do efeito antiviral, o interferon apresenta
capacidade de inibir o crescimento de células neoplasicas, promover
diferenciacéo celular e estimular as células NK* 8, Alguns autores sugerem que
sua eficiéncia no tratamento de EV depende de um sistema imune intacto®. Seu
uso combinado com retindides tem apresentado melhores resultados do que
quando comparado a monoterapia®:.

O 5-FU age inibindo a sintese de DNA. Sua eficicia esta associada com
a atividade inflamatoria que ela provoca. A aplicacdo da pomada de 5-FU pode
ser (til no tratamento de queratoses actinicas da EV, porém ndo previne o
aparecimento de lesdes malignas®.

A terapia fotodindmica (PDT) topica com o acido 5-aminolevulinico (ALA)
tem apresentado bons resultados para o tratamento de tumores de pele
superficiais, tais como o carcinoma basocelular, queratose actinica e doenca de
Bowen, além de doencas proliferativas da pele, como psoriase e condiloma
acuminado®-°, O uso de PDT em infec¢des por HPV é devido as suas
capacidades anti-inflamatérias e anti-proliferativas®?, entretanto, sabe-se que o
PDT néo é capaz de reduzir a carga viral nos tecidos normais®. O uso do ALA
leva a uma fotossensibilizacéo do tecido proliferante. A aplicacdo subsequente
de radiacdo, usando uma luz de comprimento de onda que corresponde as
bandas de absorcao das porfirinas sintetizadas, resulta em morte celular através
da geracéo de espécies reativas de oxigénio, em particular oxigénio “singlet”87:88,
Apesar de alguns autores descreverem bons resultados do ALA-PDT na EV, seu

uso ainda é considerado experimental®? %,
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O imiquimod & um agonista sintético do receptor “toll-like" 7, com um baixo
peso molecular, o que permite seu uso tépico®. Ele age através da estimulagéo
tanto da imunidade inata quanto celular, através da producéo de citocinas e de
estimulo ao desenvolvimento de uma resposta imune celular, mediada por
linfécitos Th1%4. Seu uso em creme a 5% ja foi aprovado para o tratamento de
verrugas anogenitais, queratoses actinicas e carcinoma basocelular
superficial®*®%. O imiquimod também vem se mostrando eficaz para o tratamento
de CEC “in situ”, mas seu uso pacientes com EV vem mostrando resultados
variaveis®6949.97  Alguns autores sugerem seu uso em areas de campo
cancerizavel, lesbes representadas por area extensa de dano actinico e displasia
epidérmica, que ocorre principalmente na fronte de pacientes com EV?.

Apesar das vérias opcdes de tratamento, nenhuma terapia na EV é
definitiva®’. A fotoprotecéo ainda é a medida preventiva de maior eficacia e deve
ser iniciada desde a infancia, para a prevencao de neoplasias associadas a

EV136,

3.2. Claudinas

A claudinas, do latim “claudere” (fechar, “to close”), foram inicialmente
descritas por Furuse et al.®, como uma nova familia de proteinas das juncdes
ocludentes, numa época em que sO as ocludinas eram conhecidas como
proteinas integrais de membrana das “tight junctions” (TJ). Atualmente, sabe-se

que as claudinas sdo as principais constituintes das TJ °°.
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3.2.1. “Tight junctions”
3.2.1.1. Estrutura das “tight junctions”

“Tight junctions™ (TJ), ou jun¢des ocludentes, séo juncdes intercelulares,
localizadas na regido apical dos espacos paracelulares, no epitélio dos
mamiferos'®14. O complexo TJ é formado por varios componentes, como as
proteinas transmembranas, entre elas as claudinas, ocludinas e moléculas de
adesao juncionais (JAM- “junctional adhesion molecules”), e as placas proteicas,
compostas por zbnula de oclusdo (ZO), proteina multi-PDZ-1 (MUPP-1) e
cingulina, que estdo conectadas ao citoesqueleto por filamentos de actina®®

(Figura 16). Entretanto, a composi¢cdo molecular da TJ € complexa e varia de

acordo com o tipo de célula e o grau de diferenciacéo celular?®.

Actina

i s’

estrato cérneo

| estrato granuloso

3 estrato espinhoso

Figljrﬁ& Localizagao das protei’nﬁight junctions” (TJ) na epiderme com sua composi¢ao
molecular. Cldns: claudinas; JAM: moléculas de adesé&o juncional; Ocln: occludina; ZO: zénula
de oculsdo; MUPP-1: “Multi-PDZ domain protein 1”. Fonte: Adaptado de Basler et al. (2016)10
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As TJ estéo localizadas principalmente no estrato granuloso da epiderme,
assim como nas camadas celulares do eixo capilar e no estrato cérneo do foliculo
piloso'®. Contudo, o padrdo da localizacdo pode variar a depender da proteina,
como € o caso da claudina-4 e ZO-1 que também sdo encontradas no estrato
espinhoso superior, e da claudina-1 que esta presente em todas as camadas,

incluindo o estrato cérneo!® (Figura 17).

Fun¢do barreira
(barraira seletiva para ions,

moléculas maiores e células
inflamatorias)

FungBo polaridade

.
- = Ocludina
SG Cingulina
Expressdo do gene T"m.‘" de SS Proteinas - 20
Proliferagio da célula \M““’“h
Diferenciagao da celula \\’
SS
Claudinas*
JAM-A
. Complexos “Tight Junction” SB MUPP-1
) Receptor da —A— Proteinas/lipideos apicais
@  Nicleos l superficie de célula ) )
s Proteinas/lipideos basolaterals
~——=s Vias de sinalizagao == Golgi O Vesicula

Figura 17. Desenho esquematico das fungbes atribuidas as “tight junctions” (TJ) no epitélio
simples e a transferéncia putativa de suas proteinas para a epiderme. A localizacédo de varias
proteinas TJ, bem como de estruturas tipicas de TJ na epiderme humana é indicado na extrema
direita. SC: estrato cérneo; SG: estrato granuloso; SS: estrato espinhoso; SB: estrato basal.
Fonte: Adaptado de Kirschner et al. (2010)01

3.2.1.2. Fungdes das “tight junctions”

As TJ desempenham diversas funcdes, especialmente a regulacédo da
permeabilidade paracelular e a manutencdo da polaridade celular. A TJ age
como uma barreira, regulando a passagem de ions, agua e Vvarias

macromoléculas, através de espacos paracelulares®>01, A funcéo de barreira é
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relevante na fisiopatologia de diversas condig¢des clinicas, como edema, ictericia,
diarreia e metastases hematogénicas®. Essa funcdo de barreira varia a
depender da composicdo do complexo da TJ, particularmente da claudina
envolvida, assim como dos estimulos fisiolégicos e patolégicos envolvidos!310L,
A manutencéo da polaridade celular é dada através da formacdo de uma
barreira fisica entre os dominios da membrana plasmatica apical e basolateraltL.
A TJ age como uma cerca, prevenindo a difusdo intramembranosa de
macromoléculas, como lipidios e proteina, mantendo uma distribuicdo
assimétrica dos componentes da membrana na célula'®l. A perda da polaridade
celular esta diretamente envolvida na biologia das células cancerigenas®.
Outras funcdes descritas das TJ foram o envolvimento na regulacao da
expressdo de genes em diferentes niveis celulares, interagindo com a
transcricdo e traducdo de proteinas, bem como no processamento do acido

ribonucleico (RNA), além da participacdo no transporte de vesiculast%-192,

3.2.2. Estrutura das claudinas

As claudinas constituem uma familia de proteinas de 27 membros nos
mamiferos, com massa molecular de 20 a 34 kDa%31%5, Estruturalmente, as
claudinas apresentam quatro dominios transmembrana: uma sequéncia
intracelular citoplasmética amino-terminal curta de aproximadamente 4 a 5
residuos, seguida de uma grande alca extracelular (EL-1) com 60 residuos, uma
segunda alga extracelular curta de 20 residuos, uma alca intracelular curta de 20
residuos, outra alca extracelular (EL-2) de aproximadamente 24 residuos e uma

cauda citoplasmatica carboxi-terminal, de tamanho variavel*® 1% (Figura 18).
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Seletividade de ions paracelulares

= ~ < Oligomerizagao

% 28
% Vinculagdo CPE
(claudina-3, -4)

Entrada HCV

(claudina-1, -6, -9) Espago paracelular

Citosol

/ X’ COOH

Dominio interagdao PDZ

Palmitolagdo
Fosforilagdo

Figura 18. Representacdo esqueméatica do monémero claudina. O modelo descreve as
caracteristicas estruturais conservadas das claudinas e algumas das intera¢bes e modificagdes
conhecidas. EL1 e EL2 denotam as algas extracelulares (EL: “extracelular loop”) -1 e -2,
respectivamente. Sdo mostrados os dominios transmembrana 1 a 4 (TM1 a TM4) e as regides
importantes para a entrada do virus da hepatite C (HCV) e a ligagdo da enterotoxina de
Clostridium perfringens (CPE). COOH: terminal carboxi; NH2: terminal amino. Fonte: Adaptado
de Lal-Nag M, Morin PJ (2009)03

As sequéncias de aminoacidos da primeira e quarta regides
transmembranosas séo altamente conservadas entre as diferentes isoformas
das claudinas, sendo variavel as da segunda e terceira regides. A primeira alca
extracelular contém aminoacidos carregados e possivelmente € ela quem
determina a seletividade da carga do transporte paracelular®® 1% (Figura 19).
Apresenta também dois residuos de cisteina altamente conservados, que
provavelmente aumentam a estabilidade da proteina pela formacdo de uma

ligacdo dissulfeto intramolecular?®.
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Espaco
paracelular

Figura 19. Interacdo das alcas das claudinas, criando uma barreira seletiva, em que moléculas
maiores (em vermelho) ndo conseguem passar, mas permite a passagem de pequenas
moléculas, geralmente ions (em verde). C- terminal carboxi; N- terminal amino. Fonte: Adaptado
de O’Neill CA, Garrod D (2011)%7

As funcdes da segunda alca extracelular ainda sdo pouco conhecidas. Em
algumas isoformas de claudinas (-3 e -4) foi identificado nessa regido um
receptor da enterotoxina do Clostridium perfringens, o que o torna um alvo
promissor para terapias com anticorpos monoclonais ou modulagdo da
barreira®.

A cauda terminal carboxi apresenta maior heterogeneidade estrutural
entre as diferentes isoformas das claudinas. Ela contém um sitio de ligacéo ao
dominio PDZ, que permite que as claudinas interajam com proteinas de suporte
citoplasmatico, ligando indiretamente a claudina ao citoesqueleto de actina?®1%,
Ela também é alvo de varias modificacbes pos-traducionais, que podem alterar

a localizacédo e a funcéo das claudinas!®,

3.2.3. Classificacéo das claudinas

Analises filogenéticas das claudinas humanas demonstraram relagdes de
sequéncia similares entre algumas delas, tendo sido sugerido uma subdiviséo
da familia da claudina em grupos "classicos” e "nao-classicos", baseada na

andlise dessas sequéncias'®®. As claudinas que apresentam grande homologia
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de sequéncia (“classicas”) séo as -1 a -10, -14, -15, -17 e -19, sendo todas as

outras claudinas consideradas “nao classicas”%® 198 (Figura 20).

Claudina-10a

Claudina-17 3
: Claudina-10b Claudinas

Claudina-8

i “ndo-cléssicas”

Cla Claudina-15
Claudinas
“classicas” Claudina-9

Claudina-11
Claudina-6
Claudina-4
Claudina-183
Claudina-3 Claudina-18b

Claudina-12

Claudina-14

Claudina-16

Claudina-198

Claudina-19a
Claudina-21

Clavdina-22
Claudina-24

Claudina-23

Figura 20. Arvore filogenética das claudinas humanas, indicando as relaces entre elas. As
claudinas-10, -18 e -19 tém duas variantes, resultantes de locais alternativos de partida ou
ligacdo. Claudinas altamente similares, codificadas por genes localizados em grande
proximidade no genoma humano, sdo destacadas em verde. As claudinas podem ser divididas
em dois grupos em termos de homologia de sequéncia (linha tracejada): as claudinas humanas
"classicas" sdo indicadas em vermelho e as "néo classicas" em preto. Fonte: Adaptado de Lal-
Nag M, Morin PJ (2009)103

Uma outra classificacdo, baseada na seletividade idnica das claudinas,
divide as isoformas pela funcionalidade nas categorias de “coesdo”, como as
claudinas -4, -5, -8, -11, -14 e -19, e na de capacidade de “formacao de poros”,
como as claudinas -2, -7, -10 e -15%°7. A superexpressdo das claudinas de
coesdo levaria a reducdo do transporte ibnico paracelular, enquanto a

superexpressao das claudinas formadoras de poros levaria ao aumento do
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transporte de ions'?’. As claudinas -10, -18 e -19 podem gerar isoformas com

propriedades diferentes0% 110,

3.2.4. Fung0es das claudinas

O estudo do papel individual dos isotipos de claudinas foi realizado a partir
do aumento ou diminuicdo das suas expressdes nas células epiteliais, por
delecdo de genes da claudina em camundongos ou por estudo do fenétipo de

doencas humanas devido a mutagdes de claudinas especificas!® (Tabela 1).

Tabela 1- Claudinas e suas mutacoes
Perda de claudinas em animais Orgdos e tecidos Doengas em Sintomas em humanos
afetados em animais _humanos

Claudinal =~ Camundongos Epiderme Sindrome Ictiose, colangite
knockout NISCH
Claudina5 Camundongos Vasos sanguineos - -
knockout
Claudinall Camundongos Oligodendrdcitos - -
knockout canal coclear
Claudinal4 Camundongos Canal coclear Doenga Surdez
knockout hereditaria
Claudinal5 Camundongos Intestino - -
knockout
Claudinal6 Doenca hereditaria Rim Doenca Nefrocalcinose, perda
bovina hereditaria renal de Mg2+
Claudinal9 Camundongos Célula de Schwann Doenca Hipomagnesemia,
knockout hereditaria faléncia renal,

anormalidades oculares

Fonte: Modificado de Morita K, Miyachi Y, Furuse M. 2011111

Atribui-se, em geral, a regulacao da seletividade paracelular de pequenos
fons como a principal funcédo das claudinas'®. Essa seletividade é especifica para
o tamanho e carga do ion, variando também com tecido expressadol®®. Dessa
forma, as claudinas sao responsaveis pela heterogeneidade paracelular dos
diferentes epitéliost0”.

As principais fungdes atribuidas a cada claudina encontra-se resumida na

Tabela 2.
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Tabela 2- Distribuicdo, fungcéo paracelular e patologias das claudinas

Claudina
-1

-10

-11

-12

-13

-14

-15

-16

-17
-18

-19

-21

-22
-23

-24

Expressao no tecido
Epiderme, rim,
vesicula biliar, epitélio

ovariano, ouvido
interno, endotélio
cerebral

Criptas intestinais,
tibulo renal, plexo
coroide, epitélio
ovariano, ouvido
interno

Vesicula biliar, ouvido
interno, endotélio

cerebral, rim, figado,
epitélio intestinal
Vesicula biliar

Tipico do endotélio
(endotélio  cerebral),
epitélio ovariano,
epitélio do célon
Epitélio embrionario

Intestino, tonsila
palatina, rim

Intestino, rim

Ouvido interno, rim
neonatal

Ouvido interno, rim

Células de Schwann,
células de Sertoli

Ouvido interno,
endotélio cerebral,
intestino

Intestino, rim neonatal

Ouvido interno,
epitélio sensorial do
o6rgéo de Corti
Rim, intestino

Rim

Rim

Ouvido interno,
estdmago, pulmao
Rim, retina, neurdnios
periféricos
mielinizados,
de Schwann

células

mRNA: pele humana

Sequéncia de DNA
humano
mRNA: traqueia

mMmRNA: célon,
estbmago, placenta,
pele

Sequéncia de DNA
humano

Fonte: Adaptado de Krause et al

Funcéo paracelular
Barreira epidérmica

Aumenta permeabilidade
paracelular de cations

Constitui vertentes das TJ no
endotélio

Reduz permeabilidade
paracelular de cations

Reduz permeabilidade
paracelular de cations;
constitui vertentes das TJ no
endotélio

Pode desempenhar papel em
mudangas maturacionais na
permeabilidade paracelular
Aumenta permeabilidade
paracelular de sédio, reduz a
de cloro

Reduz permeabilidade
paracelular de cations

Pode desempenhar papel em
mudancas maturacionais na
permeabilidade paracelular
Permeacdo paracelular de
anions e cétions

Conducéo saltatoria

Pode desempenhar papel em
mudangas maturacionais na
permeabilidade paracelular
Reduz permeabilidade
paracelular de cations

Aumenta permeabilidade
paracelular de sédio
Aumenta permeabilidade

paracelular de cations

Reduz permeabilidade
paracelular de cations,
barreira paracelular seletiva na
TJ, envolvimento na vedagdo
eletrofisiologica

. (2008)108

Patologias

Co-receptor do virus da hepatite C;
superexpressao: melanoma, carcinoma
colorretal; expressao reduzida: carcinoma de
células escamosas, gliobastoma,
adenocarcinoma de préstata; mutagdo na
sindrome NISCH

Superexpresséo na doenca de Crohn

Possui receptor para enterotoxina do
Clostridium perfringens; superexpressao no
carcinoma de ovario, prostata, colorretal,
mama

Possui receptor para enterotoxina do
Clostridium perfringens; superexpressao:
adenocarcinoma de ovario, carcinoma de
préstata, carcinoma de mama

Superexpressdo: carcinoma de pancreas;
expressdo reduzida: doenga de Crohn,
sindrome cardio-facial, vasos hiperplasicos
no glioblastoma

Superexpressdo: carcinoma de estdbmago;
expressado reduzida: carcinoma de mama e
cabeca e pescoco

Expresséo reduzida: doenca de Crohn

Surdez ndo sindrOmica; degeneragdo das
células ciliadas cocleares

Hipomagnesemia familiar,
nefrocalcinose

Expressao reduzida no carcinoma gastrico

hipercalcidria,

Hipomagnesemia familiar com hipercalcidria
e nefrocalcinoses, dificuldade visual,

mRNA: condrossarcoma, carcinoma de

cérebro e figado

mRNA: carcinoma de mama, astrocitoma
Expressao reduzida no carcinoma gastrico
tipo intestinal
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Foi observado que a maioria das claudinas (claudinas -1, -4, -5, -8, -11 e
-14) aumentam a resisténcia transepitelial (TER) da linhagem celular hospedeira,
geralmente reduzindo a permeabilidade dos cations, enquanto outras (claudinas
-2, -10b e -15) diminuem o TER, atuando como poros catidnicos'®. Até agora,
apenas as claudinas -10a e possivelmente a claudina-7 sdo as Unicas isoformas
de claudina com propriedades significativas de ter poro aniénico'®. As funcdes
das claudinas -6, -9, -12, -13, -17, -18 e 20 a 24 ainda s&o desconhecidas, pois
foram apenas identificadas a partir da analise do genoma humano ou do mRNA
de diferentes espécies'®®,

A participacdo das claudinas no controle da perda de agua pela barreira
cutanea foi evidenciada a partir dos estudos realizados por Furuse et al.l??,
Nesse estudo, observou-se que camungondos com delecdo do gene da
claudina-1 evoluiram com morte neonatal por desidratacdo, através da perda de
agua transepidérmica (TEWL)*2,

Também se especula que as claudinas podem ser importantes para a
diferenciacdo dos queratindcitos!?’. Estudos em camundongos demonstraram
gque a expressdo excessiva da claudina-6 mutada levava a alteracbes no
programa da diferenciacdo de queratindcitos terminais, com expressao
aberrante de involucrina, loricrina e filagrina, producéo de envelopes cornificados
fradgeis e evidéncias de estruturas semelhantes a cistos no lugar de foliculos
pilosos, que culminaram em desfecho letal'!3. A identificacdo das claudinas em
outras areas da epiderme, fora das TJ, refor¢ca a ideia do papel multifuncional

dessas proteinas, além da fungéo de barreiral*4.
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3.2.5. Regulacéo das claudinas

A regulacdo das claudinas € um processo dinamico, que pode ser
influenciado por diversos mecanismos, em varios niveis celulares'’s. A nivel
transcricional, fatores de transcricdo, como Snail, Cdx-1 e -2, RUNX3, HNF-a e
GATA-4, podem se ligar as regibes promotoras de vérias claudinas, afetando
sua expressaoll6 117,

Modificacdes pos-traducionais, incluindo os processos de palmitoilacdo e
fosforilacdo, também podem regular a expresséo, assim como a localizagédo das
claudinas®. A palmitoilacéo, processo de modificacao lipidica das proteinas por
palmitato, pode afetar o trafico intracelular, as interacdes proteina-proteina e a
estabilidade proteical*®. Embora a fungdo da palmitoilagéo de proteinas integrais
de membrana nédo esteja bem definida, mutacdées que diminuem ou eliminam a
palmitoilagdo dessas proteinas resultam na sua expressdo ineficiente na
membrana plasmatica e diminuicdo da endocitose!!®. Claudinas palmitoiladas
séo integradas de forma mais eficaz as membranas resistentes a detergentes
qguando comparadas com as ndo palmitoiladas!*®. A palmitoilacdo da claudina-
14 mostrou-se necessaria para sua localizacao nas TJ, mas ndo na estabilidade
ou montagem?8,

A fosforilacdo da claudina é outro modo de regulacédo da permeabilidade
paracelular e tem sido associada a alteracdes na montagem e fungéo das TJ%,
A fosforilacdo de sitios de serina e/ou treonina nos dominios carboxi-terminais
das claudinas pela PKA (“cAMP depending protein kinase A”) ou PKC (“protein
kinase C”) pode inclusive influenciar o papel das claudinas nas células

cancerigenas, aumentando a permeabilidade paracelulart!’.
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Condicbes fisiologicas e patoldgicas também alteram a regulagdo das
claudinas. Receptores de fatores de crescimento, como o EGF (fator de
crescimento epidérmico), HGF (fator de crescimento dos hepatdécitos) e IGF
(fator de crescimento insulinico), que s&do importantes na regulacdo da
proliferagcdo e sobrevivéncia celular, regulam a expresséo e distribuicdo das
claudinas, de forma especifica nos diferentes tecidos!'®!'’. Citocinas pro-
inflamatorias, como interferon-y, TNF-a e interleucina (IL) -13 também participam
desse processo®. Toxinas também séo capazes de induzir a internalizacédo das
claudinas, como o fator-1 necrotizante citotoxico da Escherichia coli, fatores
associados ao Helicobacter pylori e a enterotoxina do Clostridium perfringens

(CPE)119,120_

3.2.6. Claudinas na pele

Varias claudinas ja foram descritas na epiderme de mamiferos. Na pele
humana, j& foram identificadas as claudinas -1, -3, -4, -5, -7, sendo fraca a
marcacdo com anticorpos especificos para as claudinas -3 e -513 121 As
claudinas -6, -11, -12 e -18 foram identificadas na epiderme de camundongos e
as claudinas -8 e -17 foram identificadas, em nivel de mRNA, em cultura de
queratinécitos humanos?6 122,

A distribuicdo das claudinas ao longo da epiderme varia
consideravelmente. As claudinas -1, -7 e -12 localizam-se em todas as camadas
da epiderme, enquanto as claudina -4, -6, -18 estdo dispostas na camada
espinhosa superior®121.123 (Figura 21). A claudina-5, previamente descrita como

restrita ao endotélio, foi identificada na camada granulosa??'.
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Figura 21. Microscopia por imunofluorescéncia mostrando a localizacdo da claudina-1 (CI1),
claudina-4 (Cl4) e claudina-7 (CI7) na epiderme humana. Fonte: Adaptado de Brandner et al.
(2006)(16)

3.2.6.1. Claudinas nas doencgas cutaneas

Algumas doencas que apresentam defeitos na barreira cutanea
apresentam alteracfes na expressao das proteinas das TJ. A colangite
esclerosante neonatal associada a ictiose (sindrome NISCH) é uma rara
sindrome onde ha mutagéo da claudina-1. A falta de claudina-1 na sindrome de
NISCH pode levar ao aumento da permeabilidade paracelular entre as células
epiteliais, assim como a leséo do ducto biliar pode estar relacionada a auséncia
de expresséo de claudina-1 em colangidcitos!?4. Pacientes que sofrem dessa
sindrome apresentam ictiose, hipotricose ou alopecia, além de cilios e
sobrancelhas esparsas, associado a colangite!?4. Alguns pacientes apresentam
um estrato cérneo mais espesso e mais compacto, com aumento de
corneodesmossomos e menor quantidade de querato-hialina'®* 125, sugerindo
que a auséncia da claudina-1 pode influenciar a estrutura da camada cérnea??.
Entretanto, diferente dos camundongos com deficiéncia de claudina-1, que
morreram no primeiro dia de vida, devido ao aumento perda de &agua
transepidérmical'?, as alteracées fenotipicas dos doentes com sindrome NISCH
sdo comparativamente mais leves, provavelmente devido a mecanismo de

compensacao na pele humanal®,
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A psoriase é uma doenca inflamatéria da pele caracterizada por
hiperproliferacdo dos queratindcitos!?¢. Apesar de ter a desregulagéo do sistema
imunolégico como base fisiopatoldgica, estudos genéticos sugerem que 0S
queratinécitos epidérmicos podem atuar como gatilho para a doenca'?’.
Alteracdes nas proteinas das TJ tem sido observada de acordo com a fase
evolutiva da doenca. Nos estagios iniciais das lesGes cutaneas, a expressao das
claudinas -1 e -7 esta reduzida, enquanto a da claudina-4 est4 aumentada’?®. Na
lesdo cutanea crbnica, a expressdo da claudina-4 € ainda mais ampla e a
claudina-1 geralmente esta ausente'?! 126, Essas alteracdes podem prejudicar a
funcdo de barreira das TJ e provavelmente sdo mediadas pelas citocinas
inflamatérias envolvidas na psoriase!?®.

A dermatite atdpica (DA) € outra doenca inflamatéria da pele,
caracterizada pela xerose cutanea e frequente lesbes eczematosas pruriginosas.
Nesta doenca, ha hiperatividade da resposta imune Th2 aos alérgenos
ambientais, com aumento de niveis séricos de IgE e de citocinas pro-alérgenas
(IL-4, -13 e -31)%%0 128 Nela, a funcdo de barreira da pele esta prejudicada.
Batista et al.’?® observaram reducéo da filagrina e da claudina-1 nas amostras
de pele de adultos com DA. Apesar dos niveis aumentados de IL-17 observados
nesses doentes, ndo houve correlagdo com a expressao reduzida dessas

proteinas, reforcando as diferentes vias da patogénese da dermatite atopica?®.

3.2.7. Claudinas e canceres
Nos Uultimos anos houve um aumento no interesse no estudo das
claudinas e nas suas possiveis associacdes aos diferentes tipos de cancer

(Grafico 1). Isso porque, aléem de marcadores diagnostico e prognoéstico, as
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claudinas apresentam grande potencial como alvo terapéutico para o cancer. Por
serem proteinas de superficie celular, seus dominios (algcas) extracelulares
tornam-se alvos locais acessiveis®. O fato de apresentarem padrdes de
expresséo diferentes entre as células normais e tumorais, fazem delas alvos
terapéuticos mais especificos!® 130, Além disso, as claudinas podem ser mais
acessiveis nas ceélulas tumorais, quando comparado com as células normais,
devido ao aumento na permeabilidade das TJ, mesmo quando a expressao
dessas claudinas ndo estd aumentada no tumor®® Entretanto, o
desenvolvimento de anticorpos anti-claudinas € dificultado devido a baixa

imunogenicidade e comportamento hidrofébico dessas proteinas!’.
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Gréfico 1- Numero de publicacbes sobre claudinas e cancer ao longo dos anos. Fonte: Site de

pesquisa cientifica PubMed?3!

As claudinas estao presentes em tecidos normais e hiperplasicos, assim
como nas neoplasias benignas e malignas que exibem diferenciacéo epitelial®°.
Cerca de 90% dos tumores malignos sdo derivados do epitélio e uma

desregulacdo na expressdo das claudinas vem sendo observada nessas
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lesdes®. No entanto, os mecanismos moleculares pelos quais as claudinas
afetam a carcinogénese ainda sdo pouco conhecidos®®.

Durante a carcinogénese, as células epiteliais regulam negativamente as
estruturas de adesdo célula-célula, alteram sua polaridade, reorganizam seu
citoesqueleto e se tornam méveis, o que favorece o processo de perda de
coesdo, a invasao celular e a falta de diferenciagcdo observada nas células
cancerigenas® 130132 Essa regulacéo negativa das claudinas também contribui
para a transformacado epitelial, por aumentar a permeabilidade paracelular de
nutrientes e de fatores de crescimento para as células tumorais®.

Paradoxalmente, a expressdo das claudinas também pode estar
aumentada na carcinogénese. Nos casos de regulacéo positiva das claudinas, a
funcdo de barreira do epitélio tumoral muda, frequentemente apresentando um
arranjo desorganizado nas TJ, culminando também com o aumento da
permeabilidade paracelular?® 9. Adicionalmente, o0 aumento da expressdo das
claudinas pode alterar as vias de sinalizagao celular, interferindo na proliferacéo
do cancer?.

Alteracdo na expressdo de diversas claudinas ja foram relatadas em
diferentes tumores malignos, incluindo cancer de mama, estdbmago, esofago,
cllon, ovario, tireoide, préstata e pulmao (Tabela 03). Cada neoplasia vem
demostrando perfil de expressao muito especifico, que pode variar no mesmo
tumor, de acordo com o tipo e grau histologico, além do estagio evolutivo tumoral.
Esse comportamento peculiar, faz das claudinas uma ferramenta promissora

tanto no diagnéstico como no prognaostico de diversos processos neoplasicos.
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Tabela 03- Expresséo desregulada das claudinas nos canceres de diferentes 6rgdos

Origem do cancer CLAUDINAS
-1 -2 3 -4 5 -7 -10 -16 -18 -23
Mama 1 Y !
Pulméao (adenocarcinoma) ! 1
Pulméo (cec) T !
Esofago T T T
Estémago 7 T 7 N !
Intestino grosso N 1 N T
Figado 0ot ! o1
Trato biliar 0 0 1
Pancreas l 1 1 1 1
Bexiga T
Rim T T T T
Préstata 1 1 1 l 1
Ovario ! ! T T T T
(carcinoma epitelial)
Colo uterino ! ! ! !
Corpo uterino 1 1 !

“1” aumento, “|” diminuicdo da expressédo no tecido em estudo. Adaptado de Osanai et al.
(2016)13

3.2.7.1. Claudinas no carcinoma espinocelular cutaneo

O CEC cutaneo € o segundo cancer de pele mais comum no mundo,
estando atrds apenas do carcinoma basocelulart34136, Trata-se de um tumor
primario da pele, origindrio da proliferacdo maligna de queratindcitos da
epiderme!3®, Geralmente ocorre nas areas com fotoexposicdo crénica, como
cabeca, pescoco e extremidades!34. Pode apresentar comportamento agressivo,
com crescimento destrutivo e metastase, geralmente para os linfonodos
regionais3413,

Sua incidéncia aumenta com a idade'®®. Com o envelhecimento
populacional, o aumento do indice de CEC tem se tornado um problema
crescente de saude publica®t. Estima-se que quase metade dos pacientes com

diagnéstico de CEC cutaneo irdo desenvolver outros CEC ao longo da vida'®’.

Embora existam estudos sobre a expressao das diversas claudinas em varios
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tipos de cancer, dados sobre a expressao das claudinas nos CEC cutaneos
ainda s&o escassos.

Em um modelo de carcinogénese quimica da pele observou-se reducao
da expressédo nas claudinas -1, -6 e -11'38, Hintsala et al.??> relataram uma
diminuicdo da expressdo de claudina-1 e um aumento da claudina-2 na
progressdo da queratose actinica para o CEC cutaneo. J4 a expressao da
claudina-11 mostrou-se aumentada nos CEC cutaneos, quando comparada com
amostras de pele sem tumores malignos, entretanto, nos CEC cutaneos
indiferenciados, observou-se uma perda da sua expressdo'®®. Na doenca de
Bowen foi observado uma expresséo aberrante das claudinas-1 e -4, estando a

claudina-4 associada a areas tumorais queratinizadas.

3.2.7.2 Claudinas nos carcinomas epitelias relacionados aos HPV oncogénicos
A integracdo dos HPV de alto risco ao genoma humano, induzindo
instabilidade genbmica, € uma base importante para carcinogénese do colo
uterino'#!. Nas lesdes cervicais pré-malignas, bem como no carcinoma invasivo,
a expressdo das claudinas-1 e -7 mostraram-se aumentadas?+?%. A
superexpresséao da claudina-1 esteve relacionada com o aumento da expressao
da vimentina, um marcador mesenquimal, e reducdo da expressao da E-
caderina, uma molécula de adeséo celular, presente nos epitélios4t. Contudo, é
importante ressaltar que o aumento da expresséao das claudinas-1 e -7 ndo pode
ser relacionado, isoladamente, ao aumento da carcinogénese do colo uterino42,
Aléem disso, as alteragcbes observadas no perfil das claudinas nos

carcinomas de colo uterino nao implica na relacado causal com o HPV. No CEC

tonsilar, que pode estar associado a infecédo pelo HPV-16, foram vistos aumento
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da expressdo da claudina-1 e reducéo da claudina-7%3. Essas alteragdes, no
entanto, ocorreram independente da presenca do virus?3.

Na pele, Barcelos e Sotto?! demonstraram reducdo na expresséo da E-
caderina e alterac&o no perfil das citoqueratinas nas lesdes de verruga plana da
EV. Apesar das familias MUPP1 e o MAGI serem alvos das oncoproteinas virais
do HPV e do adenovirus?®, a correlagdo das claudinas com a infe¢do pelo HPV

€ ainda pouco conhecida.
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4. Métodos
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4. METODO

4.1. Casuistica

A casuistica do estudo foi obtida dos arquivos do Laboratério de
Dermatopatologia do Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina
USP. Os espécimes foram provenientes de doentes atendidos no
Departamento/Diviséo de Clinica Dermatologica FMUSP/HCFMUSP.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos pela consulta dos seus
prontuarios. Pacientes com outras doencas dermatoldgicas que predisponham
ao cancer de pele (ex. albinismo, xeroderma pigmentoso), imunossuprimidos
(ex. lupus eritematoso, transplantados de 6rgédos, Aids), ou com infec¢des virais
concomitantes (ex. hepatites virais) foram excluidos.

Considerou-se areas fotoexpostas, amostras de pele obtidas das regides
da cabeca/pescoco, membros superiores e inferiores, e como areas nao
fotoexpostas, as amostras de pele obtidas do tronco. Neoplasias localizadas nas

palmas, plantas, regido genital e naddegas foram excluidas.

4.2. Analise histopatolégica
Os cortes histolégicos dos espécimes corados pela hematoxilina-eosina
(HE) foram analisados para confirmagdo diagnostica de verruga plana,

carcinoma espinocelular e pele sa.

- Espécimes de verruga plana:
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Foram levantados e revisados 17 espécimes de verrugas planas, oriundas
de doentes com EV e 22 espécimes de verrugas planas de doentes sem EV,

previamente biopsiadas para diagndstico histopatoldgico.

- Espécimes de carcinomas ‘in situ” e invasivo:

Trinta e trés espécimes de CEC “in situ” (doenca de Bowen) e 51 CEC
invasivos de doentes com EV, além de 30 espécimes de CEC “in situ” (doenca
de Bowen) e 60 CEC invasivos de doentes sem EV, previamente colhidos para
diagndstico e tratamento dessas neoplasias, foram revisados para confirmacéo
diagnostica e posterior processamento, para montagem de blocos de

microarranjos teciduais (TMA).

- Espécimes de pele normal para controle:

Foram avaliados 32 espécimes de pele histologicamente normal de
doentes com EV e 76 de doentes sem EV, provenientes de margens livres de
exérese de neoplasias cutaneas (que sdo enviados de rotina para exame

anatomopatoldgico), como controle do perfil de claudinas da epiderme normal.

4.3. Montagem dos microarranjos teciduais (TMA- “tissue microarray”)

Para andlise da imunomarcacédo, as amostras de carcinomas cutaneos
foram organizadas em TMA. Para a constru¢do do TMA, os tumores foram
avaliados nas laminas coradas por HE, sendo suas areas mais representativas
marcadas nas laminas com caneta de retroprojetor. Por comparacao visual,
essas areas de interesse foram igualmente marcadas nos blocos de parafina

(blocos doadores) de cada espécime selecionado.
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As amostras selecionadas dos tumores foram retiradas dos blocos
“‘doadores”, com agulha de 1,0 mm de didmetro, utilizando-se o instrumento
“tissue arrayer” MTA-1 (Beecher Instruments, Winscosin, USA). De cada area
selecionada no bloco “doador” foram colhidos de dois a quatro fragmentos, os
quais foram arranjados em dois blocos “receptores” de TMA diferentes, com
posicoes correspondentes, denominados como bloco “original” e “bloco
espelho”. Cada fragmento retirado recebeu uma designacdo para permitir
identificar o respectivo espécime de origem em uma planilha. A ordenac¢éo dos
cilindros dos tumores (cores) resultou na montagem de quatro TMA, compostos
por dois TMA “originais” e dois TMA "espelhos” (Anexo A).

De cada bloco foram obtidos 51 cortes histolégicos de 4 um, colhidos em
laminas de vidro (26x76x1.0mm da StarFrost-Adhasiv- Bad Homburg, Germany),
tratadas com solucdo adesiva de 3-amino-propiltrietoxi-silano a 2%. Seguindo a
sequéncia dos cortes, foram coradas pela HE quatro laminas (01 no nivel
superficial, 02 no nivel médio e 01 no nivel profundo), para identificar os niveis
mais representativos das amostras no TMA. A sequéncia de corte com menor
perda tecidual foi submetida as reac6es imuno-histoquimicas. Todas as laminas
obtidas n&o coradas foram conservadas sob refrigeracdo, para a melhor
conservacgao da imunogenicidade tecidual.

Os espécimes de verruga plana e de pele normal foram processados pela
rotina histolégica habitual, uma vez que os espécimes de biopsia tém pequenas

dimensdes e ndo sdo adequados para formar os TMA.
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4.4. Técnica de imuno-histoquimica

Para a demonstracéo da expresséo das claudinas -1, -2, -3, -4, -5, -7 e -
11 nos espécimes de pele normal, verruga plana e carcinoma espinocelular em
pacientes com EV e ndo EV foi utilizada a técnica de imuno-histoquimica,
tomando-se como parametro inicial os procedimento técnicos realizados
segundo Sadalla et al.1*3

Cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos a partir de
material embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas
com solucao adesiva de 3-amino-propiltrietoxi-silano (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO/USA, c6d. A3648) a 2%. A seguir, os cortes histologicos foram
desparafinizados em dois banhos de xilol de 20 e 10 minutos, respectivamente,
a temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes foram hidratados em
bateria decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e lavagem em agua corrente
por cinco minutos. O bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em camara
escura com trés incubacdes em peréxido de hidrogénio 3% por 10 minutos cada.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente durante cinco
minutos e submetidas a tratamento para exposi¢cdo dos sitios antigénicos em
calor imido, em banho maria a 95°C, no qual as laminas foram colocadas na
solucdo “Target Retrieval Solution” pH 9,0 (c6d. S2367, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA) ou na solucao “Target Retrieval Solution” (céd. S1699,

DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), conforme a Tabela 4.
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Tabela 4- Recuperacao antigénica por calor tmido

Anticorpo Tampéo

Claudina -1 Target Retrieval Solution pH 9,0
Claudina -2 Target Retrieval Solution pH 9,0
Claudina -3 Target Retrieval Solution pH 9,0
Claudina -4 Target Retrieval Solution

Claudina -5 Target Retrieval Solution pH 9,0
Claudina -7 Target Retrieval Solution pH 9,0
Claudina -11 Target Retrieval Solution pH 9,0

Tempo de exposi¢do (minutos)

20
25
40
20
30
20
20

As laminas foram lavadas em &gua corrente e agua destilada por cinco

minutos cada e submersas em solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH

7.4. A sequir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido, com

incubacdo em solucéo de leite desnatado (Molico, Nestlé®) a 10%, durante 30

minutos a temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos (Tabela

5) em soroalbunima bovina (BSA) fragdo V (SERVA. 1930) 1%, acrescida de

azida sddica 0,1% em tampao PBS pH 7.4, “over-night” a 4°C. Amostras de cdélon

foram utilizadas como controle positivo para a claudina-2 e de pele normal para

as demais claudinas. Os controles negativos foram obtidos através da omissao

do anticorpo primario, que foi substituido por PBS, ou soro isotipico ndo imune,

nas reacgoes.

Tabela 5- Dilui
Anticorpo
Claudina 1
Claudina 2
Claudina 3
Claudina 4
Claudina 5
Claudina 7
Claudina 11

¢bes dos anticorpos utilizados
Clone Cadigo Marca
policlonal - coelho 51-9000 Invitrogen

policlonal - coelho NBL1-09243 Novus
policlonal - coelho PA5-16867 Thermo Fisher

policlonal - coelho Ab15104 Abcam
4C3C2 camundongo 187364 Invitrogen
policlonal - coelho 3491000 Invitrogen

policlonal - coelho SC-258711  Santa Cruz

Diluicéo
1:100
1:50
1:30
1:200
1:50
1:50
1:50

Sistema de deteccao
LSAB

Novolink

Novolink

Novolink

Picture Max
Novolink

Novolink
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Apoés o procedimento de lavagem das laminas por duas vezes em PBS
pH 7.4, durante cinco minutos cada, procedeu-se a incubacéo das laminas para
a claudina-1 com o anticorpo secundario anti-lgG/IgM (mouse/rabbit/goat)
biotinilado (LSAB+system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, cdéd.
K0690) pronto para uso, em camara umida durante 30 minutos a 37°C. A seguir,
as laminas passaram por nova lavagem e foram incubadas com o complexo
Streptavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB+system-HRP, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA, cod. KO690) pronto para uso, em cadmara Umida durante
30 minutos a 37°C.

As laminas selecionadas para a identificacédo da claudina-5 foram lavadas
por duas vezes em PBS pH 7.4 durante cinco minutos cada e depois incubadas
com o anticorpo secundario (Picture-Max, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, cdéd.
878983) pronto para uso, em camara Uumida durante 30 minutos a 37°C. ApoGs
nova lavagem em PBS pH 7.4, as laminas foram incubadas com o polimero
conjugado (Picture-Max, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, c6d. 878983) pronto
para uso, em camara umida durante 30 minutos a 37°C.

Para a identificacdo das demais claudinas, foi utilizado o sistema de
revelacdo Novolink Max Polymer Detection System (c6éd. K0690, Leica
Microsystems, Newcastle Upon Tine, UK). Apés a lavagem das laminas em PBS
pH 7.4, ocorreu a incubagdo com o anticorpo pés-primario (pronto para uso), em
camara umida durante 30 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, as
laminas foram lavadas novamente em PBS pH 7.4 e incubadas com o polimero
(pronto para uso), em camara umida durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
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A sequir, os sitios de ligacdes foram revelados com solugdo cromégena
de diaminobenzidina (3,3 -diaminobenzidine, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
MO/USA, cbd. D5637) 0,03% acrescida de 1,2 ml de perdxido de hidrogénio 3%.
As laminas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos e contracoradas
com Hematoxilina de Carazzi por 20 segundos. A seguir foram lavadas em 4gua
corrente, e secas a temperatura ambiente. A montagem das laminas foi feita com
resina Permount (FISHER Scientific, Fair Lawn, NJ/USA, co6d. SP15-100) e

laminulas de vidro.

4.5. Técnica de imunofluorescéncia para claudina -3

Os processos de desparafinizagdo, recuperagcdo antigénica e bloqueio
das proteinas inespecificas dos cortes histolégicos de 4 um colhidos em laminas
silanizadas foram os mesmos realizados para a técnica de imuno-histoquimica.

Realizou-se a incubacao dos anticorpos primarios, diluidos em BSA 1%,
com anti-claudina-3 (1:15, Alexa 488 cabra anti-coelho, A11008) Em seguida as
laminas foram lavadas em PBS (3%, 5 minutos cada), seguida da incubacgéo do
anticorpo secundario e “4',6-diamidino-2-phenylindole” (DAPI) (diluidos em BSA
1%), por 90 minutos, e novamente lavadas em PBS. Ap0s a montagem em
glicergel e laminulas de vidro as laminas foram guardadas ao abrigo da luz em

ambiente refrigerado (4°C em refrigerador).

4.6. Andlise da qualitativa
- Técnica de imuno-histoquimica
Os TMA imunomarcados para cada claudina foram digitalizados usando

os sistemas para “whole slide imaging” Aperio “ScanScope® CS (San Diego, CA,
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USA) ou 3DHistech (Budapeste, Hungria). As imagens digitais foram analisadas
utiizando o programa "ImageScope Viewing" e "Panoramic Viewer",
respectivamente, em um computador pessoal com tela plana de 19 polegadas e
resolucdo de 1280x980 “pixels”. As seccdes histologicas usuais, com amostras
de pele normal e verruga planas foram analisadas por microscépio Optico
convencional, acoplado a camera digital para documentacéo dos resultados.

A expressao da claudina foi considerada positiva quando a area de
interesse da amostra histolégica (epiderme normal, verruga plana e o tecido
neoplasico) apresentou coloragdo marrom-dourada com o anticorpo utilizado,
nao se levando em consideracdo a intensidade da reacdo. Os padrOes de
imunomarcacéao foram considerados “difusos” quando mais de 30% da amostra
de tecido tumoral era imunomarcada, “focal”’, quando até 30% da area total do
tumor representado era imunomarcada e “negativa’, na auséncia de
imunomarcacao (Figura 22). Imunorreatividade na membrana celular e no
citoplasma foram consideradas na avaliagdo, assim como a imunomarcacao
nuclear!4. Os padrées de imunomarcacdo da pele normal e verrugas planas

foram semelhantes a analise dos tumores.
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Figura 22. Padrées de imunomarcacao no carcinoma espinocelular cutédneo, por imuno-
histoquimica. (a) Expressao difusa da claudina-1, com positividade na membrana celular; (b)
Expressao focal da claudina-1; (c) Expressao negativa da claudina-3 (100x)
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- Técnica de imunofluorescéncia:

As amostras de pele normal e de verrugas planas imunomarcadas para
claudina-3 foram analisadas pelo microscopio de fluorescéncia automatizado,
modelo Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss microscopia, Alemanha). A imagens
foram obtidas através do programa Axion Vision versdo 4.8.2.0 (Carl Zeiss
Microlmaging, GMbH). Padronizou-se os ajustes das imagens, nos parametros
de saturacao de cor, exposicéo de luz e balanco de cores.

As amostras CEC dos TMA montados foram digitalizadas no sistema de
“whole slide imaging” 3DHistech e as imagens foram selecionadas através do
programa “Case Viewer” da mesma empresa, para a analise das mesmas.

A expressao da claudina foi considerada positiva quando a area de
interesse da amostra (epiderme normal, verruga plana e o tecido neoplasico)
apresentou coloracgédo verde-fluorescente com o anticorpo utilizado. A andlise do
tipo de expresséo da claudina-3 foi semelhante aquela descrita para a imuno-

histoquimica (difusa, focal ou negativa) (Figura 23).
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Figura 23. Padrfes de imunomarcac¢éo da claudina-3 no carcinoma espinocelular, por técnica de
imuno-histoquimica (a, b, ¢) e imunofluorescéncia (d, e, f). (a, d) Expressao difusa (observe a
imunomarcacao nuclear). (b, e) Expressao focal. (c, f) Expressao negativa; (a, d) 200x; (b, c, e,
f) 100x

4.7. Analise estatistica

Inicialmente os dados foram analisados descritivamente. Para as
variaveis categéricas foram apresentadas frequéncias absolutas e relativas e
para as variaveis numéricas, medidas-resumo (média, quartis, minimo, maximo
e desvio padréo).

As existéncias de associagdes entre duas variaveis categoricas foram
verificadas utilizando-se o teste de qui-quadrado, ou alternativamente em casos
de amostras pequenas (mais de 20% das caselas de uma tabela de contingéncia

com valores esperados inferiores a 5 casos), o teste exato de Fisher. Em se
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verificando diferengcas nas distribuigcbes, foi utilizado o residuo ajustado
padronizado para identificar as diferencas locais — caselas com valores
absolutos acima de 1,96 indicam evidéncias de associacdes (locais) entre as
categorias relativas a essas caselas.

A comparacgdo de médias entre dois grupos foi realizada utilizando-se o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Ja para a comparagédo de meédias entre
3 grupos, empregou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Em se
detectando diferencas de médias no teste de Kruskal-Wallis, os grupos de
médias distintos foram identificados empregando-se as comparagdes multiplas
de Dunn-Bonferroni para se manter o nivel de significAncia global. Foram
empregados testes ndo-parameétricos devido a ndo normalidade na distribui¢cdo
dos dados verificada via teste de Kolmogorov-Smirnov.

Para se avaliar os efeitos simultaneos do sexo, idade, fotoexposic¢ao, tipo
histoldgico (pele s&, verruga plana, carcinoma "in situ" e invasivo) e grupo (EV e
NEV) (variaveis preditoras) sobre cada uma das expressdes das claudinas -1, -
2, -4, -11 e a positividade de marcacdo nuclear da claudina-3 (variaveis
dependentes) foram ajustadas regressdes logisticas. Devido a baixa prevaléncia
de classificagdo néo difusa (focal ou focal/negativa), foram selecionadas para os
modelos iniciais as variaveis cujas associacdes com a variavel dependente
foram significantes a 20% na analise univariada. Em seguida, exceto pela
variavel grupo (variavel de controle), as variaveis nao significantes a 5% foram
excluidas uma a uma por ordem de significancia (método backward). Além disso,
a adequacidade de ajuste do modelo final foi avaliada via teste de Hosmer e
Lemeshow. Ja para as claudinas -3 e -5 foram ajustadas regressdes

multinomiais, que consiste numa generalizacdo da regresséo logistica para
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respostas politbmicas nominais. A expresséao da claudina-7 foi analisada apenas
descritivamente devido a baixa ocorréncia de casos nao difusos — 2,2% (n=6).
Para todos os testes estatisticos foram utilizados um nivel de significancia
de 5%.
As andlises estatisticas foram realizadas com o uso do “software”

estatistico IBM SPSS 20.0.

4.8. Consideracdes éticas

O protocolo de pesquisa (nimero 193.998) foi aprovado pela Comissao
de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPEsq) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, em 23/04/2014, conforme Anexo B.
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5. Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das amostras estudadas

Todas amostras de pele estudadas foram provenientes de doentes
caucasianos. Todos os pacientes EV apresentavam caracteristicas clinicas e
evolutivas da doenca (lesdes semelhantes a pitiriase versicolor e queratoses
seborreicas, verrugas planas, queratoses actinicas e surgimento de carcinomas
cutaneos). Vinte pacientes foram previamente estudados para evidéncias de
infeccao e identificacdo do tipo de beta-HPV por técnicas moleculares’.

Foram analisadas as informacdes referentes a 310 amostras de pele,
provenientes de 145 pacientes, sendo 33 com EV (14 masculinos e 19 femininos)
e 112 sem EV (63 masculinos e 49 femininos). A Tabela 6 demonstra os dados
de média, intervalo, quartis e mediana das idades dos dois grupos (EV e ndo EV)
estudados. Dados clinicos de cada amostra estudada encontram-se no Anexo

C- Quadro 1.

Tabela 6 — Medidas-resumo da idade (anos) por grupo das amostras de EV e NEV

Média Fl?aej:/ég Minimo Maximo Ql]jg;‘t” Mediana Qig.rtil N p
TOTAL 61,1 20,4 3,0 96,0 46,0 64,0 78,0 309  <0,001
NEV 71,7 16,0 3,0 96,0 66,0 76,0 83,0 187
EV 44,8 14,9 8,0 70,0 31,0 46,0 60,0 122

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Conforme a Tabela 6, verificou-se diferencas de médias de idade entre 0s
grupos EV e NEV (p<0,001). O grupo de pacientes NEV apresentou média de

idade superior (71,1 anos) ao do grupo EV (44,8 anos).
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Quando comparadas as caracteristicas das amostras estudadas entre os
grupos EV e NEV, observou-se distribui¢es distintas entre os sexos (p=0,011),
fotoexposigéo (p=0,004) e padréo de expressao da claudina-5 (p=0,001) (Tabela

7).

Tabela 7 — Distribuicdo das amostras estudadas por caracteristicas, segundo 0s grupos
EV e NEV

Grupo
NEV EV TOTAL D
N % N % N %
Sexo 187 100,0% 123 100,0% 310 100,0% 0,011
Feminino 83 44,4% 37 30,1% 120 38,7%
Masculino 104 55,6% 86 69,9% 190 61,3%
Fotoexposicao 187 100,0% 121 100,0% 308 100,0% 0,004
Nao 45 24,1% 48 39,7% 93 30,2%
Sim 142 75,9% 73 60,3% 215 69,8%
Tipos histoldgicos 187 100,0% 123 100,0% 310 100,0% 0,065
Verruga plana 21 11,2% 18 14,6% 39 12,6%
Pele normal 76 40,6% 32 26,0% 108 34,8%
CEC “in situ” 30 16,0% 22 17,9% 52 16,8%
CEC invasivo 60 32,1% 51 41,5% 111 35,8%
Claudina-1 171 100,0% 110 100,0% 281 100,0% 0,132
Difuso 147 86,0% 87 79,1% 234 83,3%
Focal 24 14,0% 23 20,9% 47 16,7%
Claudina-2 172 100,0% 104 100,0% 276 100,0% 0,5672
Difuso 159 92,4% 100 96,2% 259 93,8%
Focal 12 7,0% 4 3,8% 16 5,8%
Negativo 1 ,6% 0 0,0% 1 4%
Claudina-3 173 100,0% 112 100,0% 285 100,0% 0,141
Difuso 71 41,0% 36 32,1% 107 37,5%
Focal 59 34,1% 51 45,5% 110 38,6%
Negativo 43 24,9% 25 22,3% 68 23,9%
Claudina-4 163 100,0% 106 100,0% 269 100,0% 0,858
Difuso 154 94,5% 102 96,2% 256 95,2%
Focal 8 4,9% 4 3,8% 12 4,5%
Negativo 1 ,6% 0 0,0% 1 4%
Claudina-5 171 100,0% 107 100,0% 278 100,0% 0,001
Difuso 85 49,7% 76 71,0% 161 57,9%
Focal 61 35,7% 25 23,4% 86 30,9%
Negativo 25 14,6% 6 5,6% 31 11,2%
Claudina-7 169 100,0% 109 100,0% 278 100,0% 0,6242
Difuso 166 98,2% 106 97,2% 272 97,8%
Focal 2 1,2% 3 2,8% 5 1,8%
Negativo 1 ,6% 0 0,0% 1 ,4%
Claudina-11 172 100,0% 107 100,0% 279 100,0% 0,315%
Difuso 159 92,4% 95 88,8% 254 91,0%
Focal 13 7,6% 11 10,3% 24 8,6%
Negativo 0 0,0% 1 ,9% 1 4%
Claudina-3- nuclear 168 100,0% 110 100,0% 278 100,0% 0,259
Ausente 88 52,4% 50 45,5% 138 49,6%
Presente 80 47,6% 60 54,5% 140 50,4%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?).
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular
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Dessa forma, notou-se no grupo EV maior porcentagem de homens
(69,9% contra 55,6%) e de expressao difusa da claudina-5 nas amostras
estudadas (71,0% contra 49,7%). O grupo NEV apresentou maior porcentagem

de amostras nas areas fotoexpostas (75,9% contra 60,3%).

5.2. Expresséo das claudinas

A expresséo das claudinas variou de acordo com a claudina estudada
(Figuras 24 e 25). Em relagdo ao local de imunomarcagdo, a claudina-1
apresentou localizacdo membranosa, embora alguns casos com expressao
citoplasmatica foram observados. As demais claudinas apresentaram
imunomarcacdo membranosa e citoplasméatica. A claudina-3 também
apresentou expressiva imunomarcacao nuclear. A imunomarcacéo do endotélio
vascular foi observada para claudina-5 e considerada como controle positivo
tecidual da reacdo. Quanto a distribuicdo ao longo da epiderme normal, as
claudinas -2 e -11 estavam presentes em todas as camadas de queratinécitos,
claudina-1, -4 e -7 ndo estavam presentes apenas no estrato cérneo, e claudina-
3 e -5 foram positivas apenas nas camadas superiores (camadas coOrnea,
granulosa e espinhosa superior). Nao houve diferenca no local da

imunomarcacao entre os grupos estudados (EV e NEV).
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Figura 24. Imunomarcacao das claudinas na epidermodisplasia verruciforme, nas amostras de
pele normal, verruga plana e carcinoma espinocelular cutédneo (CEC). (a,b,c) Expresao difusa e
membranosa da claudina-1, em todos os tipos histoldgicos; (d, e, f) Expresséo difusa da claudina-
2, com imunomarca¢cdo membranosa e citoplasmética; (g, h, i) Expresséo difusa da claudina-3
na pele normal (camadas superiores) (g) e verruga plana (h), e expresséao focal no CEC cutaneo,
com imunomarcacdo no centro das ilhas tumorais (i); (j, I, m) Expresséo difusa da claudina-4,
com imunomarcacao predominantemente citoplasmatica; (n, o, p) Expressao focal da claudina-
5 na pele normal (camadas superiores) (n) e expresséo difusa nas amostras de verruga plana
(0) e CEC cutaneo (p); (g, r, s) Expressao difusa da claudina-7, com imunomarcagéo
predominantemente citoplasmatica; (t, u, v) Expressdo difusa da claudina-11, com
imunomarcagao predominantemente citoplasmética
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Figura 25. Imunomarcacao das claudinas no grupo sem epidermodisplasia verruciforme, nas
amostras de pele normal, verruga plana e carcinoma espinocelular cutaneo (CEC). (a,b,c)
Expresao difusa e membranosa da claudina-1, em todos os tipos histologicos; (d, e, f) Expressao
difusa da claudina-2, com imunomarcacao membranosa e citoplasmatica; (g, h, i) Expresséo
difusa da claudina-3 na pele normal (camadas superiores) (g) e verruga plana (h), e expressao
focal no CEC cutaneo, com imunomarcacao no centro das ilhas tumorais (i); (j, I, m) Expresséo
difusa da claudina-4, com imunomarcagdo predominantemente citoplasméatica; (n, o, p)
Expresséo focal da claudina-5 na pele normal (camadas superiores) (n) e verruga plana (o), e
expressdo difusa no CEC cutaneo (p); (q, r, s) Expressdo difusa da claudina-7, com
imunomarcagdo predominantemente citoplasmética; (t, u, v) Expresséo difusa da claudina-11,
com imunomarcacdo predominantemente citoplasmaética
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5.2.1. Claudina-1

A expresséo da claudina-1 foi predominantemente difusa nas amostras de
pele normal (>98%) e verruga plana (100%), em ambos os grupos (EV e NEV)
(Tabela 8). Quando comparados os tipos histologicos de cada grupo, observou-
se diferencas tanto nas amostras do grupo EV (p<0,001), quanto do grupo NEV
(p<0,001). As amostras de CEC apresentaram maior porcentagem de expressao
focal (até 50%), em ambos os grupos. Nao houveram casos de expressao

negativa da claudina-1 nas amostras estudadas.

Tabela 8 — Expresséo da claudina-1, segundo tipo histoldgico e grupo (EV e NEV)

Claudina-1 |
Difuso Focal Tota p
N % N % N %

Grupo e tipo histologico 234  83,3% 47 16,7% 281 100,0% <0,001

NEV <0,001
NEV - CEC “in situ” 29 96,7% 1 3,3% 30 100,0%
NEV - CEC grau 1 12 60,0% 8 40,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 2 11 55,0% 9 45,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 3 15 75,0% 5 25,0% 20 100,0%
NEV - Pele normal 59 98,3% 1 1,7% 60 100,0%
NEV — Verruga plana 21 100,0% 0 0,0% 21 100,0%

EV <0,001
EV - CEC “in situ” 14 70,0% 6 30,0% 20 100,0%
EV - CECgrau 1l 8 50,0% 8 50,0% 16 100,0%
EV - CEC grau 2 13 72,2% 5 27,8% 18 100,0%
EV - CEC grau 3 10 71,4% 4 28,6% 14 100,0%
EV - Pele normal 25 100,0% 0 0,0% 25 100,0%
EV - Verruga plana 17 100,0% 0 0,0% 17 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Quando comparado a expressao da claudina-1 com as caracteristicas das
amostras estudadas, observou-se inicialmente diferenca da expressao entre os
tipos histolégicos (p<0,001) (Tabela 9). As amostras de CEC grau -1, -2 e -3
foram agrupadas na categoria “CEC invasivo”. Dessa forma, verificou-se

porcentagens significativamente maiores da expressao focal nas amostras de
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CEC “in situ” (14,0%) e CEC invasivo (36,1%), quando comparados as amostras
de verruga plana e pele normal (p<0,001). N&o houve diferenga na expressao da
claudina-1 entre os grupos EV e NEV, nem quanto ao sexo, fotoexposicao

(Tabela 9) ou idade (Tabela 10).

Tabela 9 — Distribuicao das amostras estudadas por caracteristicas, segundo expressao
da claudina-1

Claudina-1

TOTAL
Difuso Focal p
N % N % N %
Sexo 234 83,3% 47 16,7% 281 100,0% 0,182
Feminino 94 87,0% 14 13,0% 108 100,0%
Masculino 140 80,9% 33 19,1% 173 100,0%
Fotoexposicao 232 83,2% 47 16,8% 279 100,0% 0,453
Nao 72 85,7% 12 14,3% 84 100,0%
Sim 160 82,1% 35 17,9% 195 100,0%
Grupo 234 83,3% a7 16,7% 281 100,0% 0,132
NEV 147 86,0% 24 14,0% 171 100,0%
EV 87 79,1% 23 20,9% 110 100,0%
Tipo histolégico 234 83,3% 47 16,7% 281 100,0% <0,001
Verruga plana 38 100,0% 0 0,0% 38 100,0%
Pele normal 84 98,8% 1 1,2% 85 100,0%
CEC “in situ” 43 86,0% 7 14,0% 50 100,0%
CEC invasivo?! 69 63,9% 39 36,1% 108 100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: n&8o epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Tabela 10 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao da claudina-1

Média F?:(?;léll?) Minimo Maximo Q&Zr.til Mediana ngr.til N p
Expresséo 0,551
Difuso 60,7 20,7 3,0 93,0 46,0 64,0 78,0 233
Focal 62,9 19,7 22,0 96,0 47,0 67,0 81,0 47

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Para analisar os possiveis efeitos simultaneos das caracteristicas das
amostras estudadas com a expressao da claudina-1, foram ajustados modelos
de regressao logistica, tendo como variavel dependente a claudina-1 e como

variaveis preditoras aquelas que foram significantes a 20% (p<0,2) na analise
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univariada (Tabelas 9 e 10). Dessa forma, foram considerados como variaveis
preditoras no modelo inicial: sexo, grupo (EV e NEV) e tipos histoldgicos
(amostras de pele normal, verruga plana, CEC “in situ” e invasivo) (Tabela 11).
No modelo de regressdo logistica, os coeficientes exponenciados sao
interpretados como razdo de chances (RC). Neste estudo, a chance consiste no
qguociente entre a probabilidade de uma amostra apresentar expresséao focal e a

probabilidade de n&o apresentar tal expresséo.

Tabela 11 — Resultado das regressdes logisticas inicial e final para claudina-1

Modelo Inicial Modelo Final
Razéo de Chances Razéo de Chances
Ajustado (1C95%) P Ajustado (1C95%) P
Sexo feminino (referéncia: masculino) 0,77 (0,36 - 1,64) 0,491 ¢) )
Grupo EV (referéncia: NEV) 1,32(0,64-2,69) 0452 1,39 (0,69 - 2,79) 0,358
Tipos histologicos (referéncia: CEC
invasivo) <0,001 <0,001
Verruga plana 0,0 (+) 0,997 0,0 (+) 0,997
Pele normal 0,02 (0,00-0,16) <0,001 0,02 (0,00 - 0,16) <0,001
CEC “in situ” 0,30 (0,12 - 0,72) 0,008 0,29 (0,12 - 0,71) 0,007

N=281,; (-) falta de precisédo

Teste de Hosmer e Lemeshow - modelo inicial (p=0,452) e final (p=0,375)

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

De acordo com a Tabela 11 permaneceram significantes no modelo final
apenas o tipo histolégico (p<0,001). Dessa forma, nota-se que a chance de
expressao focal € 98% menor (1-0,02) na pele normal comparativamente ao CEC
invasivo. Essa chance foi 71,0% (1-0,29) menor no CEC “in situ”
comparativamente ao CEC invasivo. O teste de Hosmer e Lemeshow apontou a

uma boa adequacidade de ajuste de modelo para o modelo final (p=0,375).
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5.2.2. Claudina-2
A claudina-2 apresentou expressao difusa em 93,8% de todas as
amostras estudadas (Tabela 12). A expressao nao difusa (focal ou negativa)

esteve associada as amostras de verruga plana do grupo NEV (p<0,001).

Tabela 12— Expresséo da claudina-2, segundo tipo histolégico e grupo (EV e NEV)

Claudina-2 |
Difuso N&o difuso Tota p
N % N % N %

Grupo e tipo histolégico 259 93,8% 17 6,2% 276 100,0% <0,001
NEV <0,001

NEV — CEC “in situ” 27 93,1% 2 6,9% 29 100,0%

NEV - CEC grau 1 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - CEC grau 2 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - CEC grau 3 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - Pele normal 62 100,0% 0 0,0% 62 100,0%

NEV - Verruga plana 10 47,6% 11 52,4% 21 100,0%
EV 0,584

EV — CEC “in situ” 13 92,9% 1 7,1% 14 100,0%

EV - CEC grau 1 16 94,1% 1 5,9% 17 100,0%

EV - CEC grau 2 18 100,0% 0 0,0% 18 100,0%

EV - CEC grau 3 13 92,9% 1 7,1% 14 100,0%

EV - Pele normal 23 100,0% 0 0,0% 23 100,0%

EV - Verruga plana 17 94,4% 1 5,6% 18 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Quando comparada a expressao da claudina-2 com as caracteristicas das
amostras estudadas, observou-se inicialmente diferenca da expressao entre os
tipos histolégicos (p<0,001), independente do sexo, fotoexposi¢cdo e do grupo

(EV e NEV) (Tabela 13).
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Tabela 13 — DistribuicAo das amostras estudadas por caracteristicas, segundo
expressao da claudina-2

Claudina-2
TOTAL
Difuso N&o difuso? p
N % N % N %
Sexo 259 93,8% 17 6,2% 276 100,0% 0,859
Feminino 97 94,2% 6 5,8% 103 100,0%
Masculino 162 93,6% 11 6,4% 173 100,0%
Fotoexposicdo 257 93,8% 17 6,2% 274  100,0% 0,962
Nao 77 93,9% 5 6,1% 82 100,0%
Sim 180 93,8% 12 6,3% 192 100,0%
Grupo 259 93,8% 17 6,2% 276  100,0% 0,214
NEV 159 92,4% 13 7,6% 172 100,0%
EV 100 96,2% 4 3,8% 104  100,0%
Tipo histolégico 259 93,8% 17 6,2% 276  100,0% <0,0012
Verruga plana 27 69,2% 12 30,8% 39 100,0%
Pele normal 85 100,0% O 0,0% 85 100,0%
CEC “in situ” 40 93,0% 3 7,0% 43 100,0%
CEC invasivo? 107 98,2% 2 1,8% 109 100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?)

1Focal (n=16) e negativa (n=1)

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: nd8o epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Nota: devido a presenca de apenas 1 caso com expressao negativa, essa categoria foi agregada a da focal,
compondo o grupo dos pacientes com expressao ndo difusa

Verificou-se ainda diferencas de médias de idade por expressdo da
claudina-2 (p=0,001). As amostras com expressao difusa apresentaram meédia

de idade superior as amostras com expressao nao difusa (Tabela 14).

Tabela 14 — Medidas-resumo da idade (anos) por expresséo da claudina-2

Média E;g;’ég Minimo Maximo Ql:,ll-gr.t” Mediana Ql?gr.til N p
Expressao 0,001
Difuso 62,8 19,9 3,0 96,0 48,5 68,0 79,0 258
N&o difuso 46,1 18,7 13,0 80,0 33,5 44,0 61,0 17

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Foram ajustados modelos de regressédo logistica, para analisar os
possiveis efeitos simultdneos das caracteristicas das amostras estudadas com

a expressao da claudina-2. Foram consideradas como variavel dependente a
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claudina-2 e como variaveis preditoras aquelas que foram significantes a 20%
(p<0,2) na analise univariada e a variavel grupo. Dessa forma, foram
considerados como variaveis preditoras no modelo inicial: idade, grupo (EV e

NEV) e tipos histolégicos (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultado das regressdes logisticas inicial e final para claudina-2

Modelo Inicial Modelo Final
RC para expresséo néo RC para expresséo nao
difusa ajustado (IC95%) P difusa ajustado (IC95%) P
Idade (anos) 0,99 (0,96 - 1,02) 0,434 - -
Grupo EV (referéncia: NEV) 0,26 (0,06 - 1,01) 0,052 0,30 (0,08 - 1,07) 0,063
Tipo histolégico
(referéncia: Verruga plana) 0,016 <0,001
Pele normal 0,00 (-) 0,996 0() 0,996
CEC in situ 0,19 (0,04 - 0,94) 0,042 0,14 (0,03 - 0,55) 0,005
CEC invasivo® 0,05 (0,01 - 0,34) 0,002 0,04 (0,01 - 0,18) <0,001

N=275 e N=276, respectivamente para os modelos inicial e final

(-) falta de preciséo

Teste de Hosmer e Lemeshow - modelo inicial (p=0,189) e final (p=0,063)

10s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

De acordo com a Tabela 15 permaneceram significantes no modelo final
apenas os tipos histolégicos das amostras analisadas (p<0,001). Dessa forma,
notou-se que a chance de expressédo nao difusa é 86% menor (1-0,14) no CEC
“in situ” e 96,0% menor (1-0,04) no CEC invasivo, comparativamente a verruga
plana. O teste de Hosmer e Lemeshow apontou a uma boa adequacidade de

ajuste de modelo para o modelo final (p=0,063).

5.2.3. Claudina-3
A expressdo da claudina-3 variou entre o0s tipos histologicos,
apresentando diferenca na expressdo tanto nas amostras do grupo EV

(p<0,001), quanto do grupo NEV (p<0,001) (Tabela 16). Nas amostras de pele
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normal observou-se porcentagens maiores de expressao difusa, em ambos os
grupos (NEV=93,5%; EV=76,9%). As amostras de verruga plana apresentaram
expressdo difusa (NEV=61,9%; EV=50%) e focal (NEV=38,1%; EV=50%). A
auséncia de expressao da claudina-3 foi observada apenas nas amostras de

CEC, de ambos os grupos (EV e NEV).

Tabela 16 — Expresséo da claudina-3, segundo tipo histoldgico e grupo (EV e NEV)

Claudina-3 |
Difuso Focal Negativa Tota p
N % N % N % N %

G.rupo’e.tipo 107 375% 110 38,6% 68 23,9% 285 100,0% <0.001
histologico !
NEV <0,001

NEV — CEC “in situ” 0 0,0% 20 66,7% 10 33,3% 30 100,0%

NEV - CEC grau 1 0 0,0% 11 550% 9 450% 20 100,0%

NEV - CEC grau 2 0 0,0% 13 650% 7 350% 20 100,0%

NEV - CEC grau 3 0 0,0% 3 15,0% 17 850% 20 100,0%

NEV - Pele normal 58 93,5% 4 6,5% 0 0,0% 62 100,0%

NEV - Verruga plana 13 61,9% 8 38,1% O 0,0% 21 100,0%
EV <0,001

EV — CEC “in situ” 3 158% 11 579% 5 26,3% 19 100,0%

EV - CEC grau 1 0 0,0% 12 706% 5 294% 17 100,0%

EV - CEC grau 2 2 11,1% 9 50,0 7 389% 18 100,0%

EV - CEC grau 3 2 14,3% 4 286% 8 57,1% 14  100,0%

EV - Pele normal 20 76,9% 6 23,1% O 0,0% 26  100,0%

EV - Verruga plana 9 50,0% 9 50,0% O 0,0% 18 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Quando comparada a expresséo da claudina-3 com as caracteristicas das
amostras estudadas, observou-se inicialmente diferenca entre os tipos
histolégicos (p<0,001) (Tabela 17). Verificou-se porcentagens maiores de
expressao difusa nas amostras de pele normal (88,6%), de expresséao focal nas
amostras de CEC “in situ” (63,3%) e de expressdo negativa nas amostras de
CEC invasivo (48,6%). Nao houve diferenca na expressao entre os grupos EV e
NEV, nem quanto ao sexo, fotoexposicao (Tabela 17) e média de idade (Tabela

18).
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Tabela 17 — DistribuicAo das amostras estudadas por caracteristicas, segundo
expressao da claudina-3

Claudina-3 TOTAL D
Difuso Focal Negativo
N % N % N % N %
Sexo 107 37,5% 110 38,6% 68 23,9% 285 100,0% 0,384
Feminino 41 37,3% 47 42,7% 22 20,0% 110 100,0%
Masculino 66 37,7% 63 36,0% 46 26,3% 175 100,0%
Fotoexposicdo 107 37,8% 108 38,2% 68 24,0% 283 100,0% 0,427
Né&o 28 33,7% 31 373% 24 289% 83 100,0%
Sim 79 395% 77 385% 44 22,0% 200 100,0%
Grupo 107 37,5% 110 38,6% 68 23,9% 285 100,0% 0,141
NEV 71 41,0% 59 34,1% 43 249% 173 100,0%
EV 36 32,1% 51 455% 25 22,3% 112 100,0%
Tipo histoldgico 107 37,5% 110 38,6% 68 23,9% 285 100,0% <0,001
Verruga plana 22 56,4% 17 43,6% 0 0,0% 39 100,0%
Pele normal 78 88,6% 10 11,4% 0 0,0% 88 100,0%
CEC “in situ” 3 6,1% 31 63,3% 15 30,6% 49 100,0%
CEC invasivo 4 3, 7% 52 47,7% 53 48,6% 109 100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Tabela 18 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao da claudina-3

Média Desvio Minimo Méximo Lo. Mediana 30. N p

Padrédo Quartil Quartil
Expresséo 0,170
Difuso 60,3 21,1 8,0 93,0 44,0 64,0 79,0 107
Focal 59,2 21,2 3,0 93,0 46,0 62,0 77,0 109
Negativo 65,6 17,4 28,0 96,0 54,5 69,0 79,0 68

p - nivel descritivo do teste de Kruskal-Wallis.

Foram ajustados modelos de regressao multinomial tendo como variavel
dependente a claudina-3 e categoria de referéncia, a expresséao difusa. De forma
similar a regressao logistica, os coeficientes exponenciados séo interpretados
na forma de razdo de chances de expressao focal (em relacdo a expressao
difusa) e razdo de chances de expressao negativa (em relacdo a expressao
difusa). Foram consideradas como variaveis preditoras aquelas que foram
significantes a 20% (p<0,2) na analise univariada. Dessa forma, foram
considerados como variaveis preditoras no modelo inicial: idade, grupo e tipos

histologicos (Tabela 19).
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Tabela 19 — Resultado das regressfes multinominais inicial e final para claudina-3

Modelo Inicial Modelo Final
RC ajustado (IC95%) p RC ajustado (IC95%) p
Focal
Idade (anos) 1,01 (0,99-1,04) 0,333 ) )
Grupo EV (referéncia: NEV) 1,38 (0,50-3,78) 0,533 1,09 (0,49 - 2,45) 0,832
Tipo histolégico
(referéncia: CEC invasivo) <0,001 <0,001
Verruga plana 0,08 (0,02-0,29) <0,001 0,06 (0,02 - 0,20) <0,001
Pele normal 0,01 (0,00-0,03) <0,001 0,01 (0,00 - 0,03) <0,001
CEC “in situ” 0,84 (0,18 -4,04) 0,831 0,80 (0,17 - 3,82) 0,781
Negativo
Idade (anos) 1,01 (0,98-1,05) 0,468 ) )
Grupo EV (referéncia: NEV) 0,85(0,21-3,40) 0,815 0,65 (0,24 - 1,76) 0,398
Tipo histolégico
(referéncia: CEC invasivo) 0,720 0,678
Verruga plana 0() 0,988 0() 0,987
Pele normal 0() 0,986 0() 0,986
CEC “in situ” 0,39 (0,08-1,94) 0,248 0,36 (0,07 - 1,82) 0,218

N=285; (-) falta de precisédo
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

De acordo com a Tabela 19, permaneceu significante no modelo final
apenas o tipo histoldgico (p<0,001) para a expressao focal. Dessa forma, notou-
se que a chance de expresséo focal é 94% menor (1-0,06) na verruga plana
comparativamente ao CEC invasivo. Essa chance foi 99,0% (1-0,01) menor na
pele normal comparativamente ao CEC invasivo. Além disso, a chance de
expressao focal no grupo CEC “in situ” ndo se mostrou distinta do CEC invasivo

(p=0,781).

5.2.3.1. Marcacéao nuclear da claudina-3

Além da localizagdo membranosa e citoplasmatica, observou-se a
imunomarcacéo nuclear da claudina-3 nas amostras estudadas. Para validar os
achados obtidos pela técnica de imuno-histoquimica, as mesmas amostras de
pele foram submetidas a pesquisa da claudina-3 por técnica de

imunofluorescéncia, que confirmaram esses achados (Figura 26).
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(a)

Figura 26. Imunomarcac¢édo nuclear da claudina-3 nas amostras de carcinoma espinocelular
cutaneo por diferentes técnicas: (a) imuno-histoquimica (400x); (b) imunofluorescéncia (400x)

A marcacao nuclear da claudina-3 diferiu entre os tipos histoldgicos, nas
amostras do grupo EV (p<0,001) e NEV (p<0,001) (Tabela 20). A maior
porcentagem de positividade da claudina-3 no nucleo foi observada nas
amostras de CEC de ambos os grupos, variando de 50% a 94,7%. As amostras
de verruga plana do grupo EV também apresentaram uma grande incidéncia de
marcacao nuclear (41,2%), quando comparado com as verrugas planas do grupo
NEV (9,5%). Casos esporadicos de positividade nuclear também foram

observados na pele normal, de ambos os grupos.
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Tabela 20 — Expressé&o nuclear da claudina-3, segundo tipo histoldgico e grupo (EV e

NEV)
Claudina-3 nuclear
Total
Ausente Presente p
N % N % N %
Grupo e tipo histolégico 138 49,6% 140 50,4% 278 100,0% <0,001
NEV <0,001
NEV - CEC “in situ” 2 6,7% 28 93,3% 30 100,0%
NEV - CEC grau 1 10 50,0% 10 50,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 2 2 10,0% 18 90,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 3 2 10,0% 18 90,0% 20 100,0%
NEV - Pele normal 53 93,0% 4 7,0% 57 100,0%
NEV — Verruga plana 19 90,5% 2 9,5% 21 100,0%
EV <0,001
EV - CEC “in situ” 1 5,3% 18 94,7% 19 100,0%
EV - CEC grau 1 5 29,4% 12 70,6% 17 100,0%
EV - CEC grau 2 8 44,4% 10 55,6% 18 100,0%
EV - CEC grau 3 4 26,7% 11 73,3% 15 100,0%
EV - Pele normal 22 91,7% 2 8,3% 24 100,0%
EV — Verruga plana 10 58,8% 7 41,2% 17 100,0%
p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma

espinocelular

A comparacgdo da marcacao nuclear da claudina-3 com as caracteristicas

das amostras estudadas, revelou

inicialmente diferenca entre o0s tipos

histolégicos (p<0,001) (Tabela 21). Notou-se que a porcentagem de marcacéo

nuclear da claudina-3 foi maior no CEC “in situ” (93,9%), seguida do CEC

invasivo (71,8%). Ja a pele normal apresentou a menor porcentagem de

marcacdo nuclear da claudina-3 (7,4%). Ndo houve associacdo entre a

marcacao nuclear da claudina-3 e os grupos estudados (EV e NEV), nem com

sexo, fotoexposicéo (Tabela 21) e média de idade (Tabela 22).
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Tabela 21 — Distribuicdo das amostras por caracteristicas, segundo marcacao nuclear
da claudina-3

Claudina-3 - Nuclear

TOTAL
Ausente Presente p
N % N % N %

Sexo 138 49,6% 140 50,4% 278 100,0% 0,689
Feminino 51 48,1% 55 51,9% 106 100,0%
Masculino 87 50,6% 85  49,4% 172 100,0%

Fotoexposicao 138 50,0 138 50,0% 276 100,0% 0,185
Nao 45 56,3% 35 43,8% 80 100,0%

Sim 93 47,4% 103 52,6% 196 100,0%

Grupo 138 49,6% 140 50,4% 278 100,0% 0,259
NEV 88 524% 80 47,6% 168 100,0%

EV 50 455% 60 54,5% 110 100,0%

Tipos histolégicos 138 49,6% 140 50,4% 278 100,0%  <0,001

Verruga plana 29 76,3% 9 23, 7% 38 100,0%
Pele normal 75 92,6% 6 7,4% 81 100,0%
CEC “in situ” 3 6,1% 46  93,9% 49 100,0%

CEC invasivo?! 31 282% 79 71,8% 110 100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado

10s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Tabela 22 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao nuclear da claudina-3

Média E:g;’ég Minimo Méximo Q&gr.til Mediana Ql?aor.til N p
Total 0,346
Ausente 59,4 21,2 3,0 93,0 45,5 63,5 77,3 138
Presente 62,4 19,8 8,0 96,0 47,0 68,0 78,0 139

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney

Foi ajustado um modelo de regressado logistica tendo como variavel
dependente a expressao nuclear da claudina-3. Foram consideradas como
variaveis preditoras aquelas que foram significantes a 20% (p<0,2) na andlise
univariada e os grupos EV e NEV. Dessa forma, foram considerados como
variaveis preditoras no modelo inicial: fotoexposicao, grupo e tipos histologicos

(Tabela 23).
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Tabela 23 — Resultado das regressdes logisticas inicial e final para marcagéo nuclear
da claudina-3

RC Ajustado (1C95%) p
Fotoexposicao (referéncia = auséncia de fotoexposicéo) 0,47 (0,22 - 0,99) 0,049
EV (referéncia= NEV) 1,12 (0,57 - 2,21) 0,745
Tipo histoldgico (referéncia = CEC invasivo) <0,001
Verruga plana 0,11 (0,05 - 0,28) <0,001
Pele normal 0,03 (0,01 - 0,08) <0,001
CEC “in situ” 7,23 (2,04 - 25,63) 0,002

N=276

Teste de Hosmer e Lemeshow (p=0,271)

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

De acordo com a Tabela 23 foram consideradas significantes no modelo
final, a fotoexposicdo (p=0,049) e o tipo histologico (p<0,001). Dessa forma,
notou-se que a chance da expressao nuclear da claudina-3 foi 53,0% (1-0,47)
menor nas amostras de areas sem fotoexposicdo comparativamente aquelas
com fotoexposicdo. Além disso, amostras de VP e pele normal apresentaram
chances menores de presenca da marcacdo nuclear da claudina-3 (89,0% e
97,0% menores, respectivamente) comparativamente a chance do grupo CEC
invasivo. Por outro lado, a chance de expressao no CEC “in situ” foi 7,2 vezes
maior do que no CEC invasivo. O teste de Hosmer e Lemeshow apontou a uma

boa adequacidade de ajuste de modelo para o modelo final (p=0,271).

5.2.4. Claudina-4

A expressao difusa da claudina-4 foi observada em 95,2% de todas
amostras estudadas (Tabela 24). A expresséo néo difusa (focal ou negativa) foi
observada na pele normal, verruga plana e alguns casos de CEC, em ambos os

grupos (EV e NEV), porém sem significancia estatistica.
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Tabela 24 — Expresséo da claudina-4, segundo tipo histolégico e grupo

Claudina-4 |
Difuso N&o difuso Tota p
N % N % N %

Grupo e tipo histolégico 256 95,2% 13 4,8% 269  100,0% 0,628

NEV 0,222
NEV — CEC “in situ” 26 100,0% 0 0,0% 26 100,0%

NEV - CECgrau 1 19 95,0% 1 5,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 2 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 3 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%
NEV - Pele normal 50 89,3% 6 10,7% 56 100,0%
NEV — Verruga plana 19 90,5% 2 9,5% 21 100,0%

EV 0,978
EV — CEC “in situ” 18 94,7% 1 5,3% 19 100,0%
EV-CECgraul 16 94,1% 1 5,9% 17 100,0%

EV - CEC grau 2 18 100,0% 0 0,0% 18 100,0%
EV - CEC grau 3 14 100,0% 0 0,0% 14 100,0%
EV - Pele normal 19 95,0% 1 5,0% 20 100,0%
EV — Verruga plana 17 94,4% 1 5,6% 18 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

A expressdo da claudina-4 ndo apresentou associacdo com as

caracteristicas das amostras estudadas (Tabela 25).

Tabela 25 — Distribuicdo das amostras estudadas por caracteristicas, segundo
expressao da claudina-4

Claudinas-4
: _ TOTAL p
Difuso N&o difusal
N % N % N %

Sexo 256 95,2% 13 4,8% 269  100,0%  0,5592
Feminino 93 93,9% 6 6,1% 99  100,0%
Masculino 163 95,9% 7 4,1% 170 100,0%

Fotoexposicao 254 95,1% 13 4,9% 267 100,0%  1,0002
N&o 74 94,9% 4 5,1% 78  100,0%

Sim 180 95,2% 9 4,8% 189  100,0%

Grupo 256 95,2% 13 4,8% 269 100,0% 0,514
NEV 154 94,5% 9 5,5% 163 100,0%

EV 102 96,2% 4 3,8% 106  100,0%

Tipos histoldgicos 256 95,2% 13 4,8% 269 100,0%  0,0762

Verruga plana 36 92,3% 3 7.7% 39  100,0%

Pele normal 69 90,8% 7 9,2% 76 100,0%

CEC “in situ” 44 97,8% 1 2,2% 45  100,0%

CEC invasivo? 107 98,2% 2 1,8% 109  100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?); 1Focal (N=12) e negativa (N=1)

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

Nota: devido a presenca de apenas 1 caso com expressdo negativa, essa categoria foi agregada a da focal,
compondo o grupo dos pacientes com expressao ndo difusa; EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo
epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma espinocelular
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Conforme Tabela 26, também néo se verificou diferencas de médias de

idade por expresséo da claudina-4 (p=0,840).

Tabela 26 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao da claudina-4

Desvio lo. 30.

Média Padrio Minimo  Maximo Quartil Mediana Quartil N p
Total 0,840
Difuso 61,3 20,3 3,0 96,0 46,0 64,0 78,0 255
Néo difuso 61,4 23,8 22,0 91,0 37,5 69,0 83,0 13

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Devido a baixa prevaléncia da expressdo “ndo difusa” da claudina-4 e
auséncia de sua associa¢do com as caracteristicas das amostras estudadas a

um nivel de significancia de 20%, ndo se ajustou o0 modelo de regressao.

5.2.5. Claudina-5

A claudina-5 apresentou expressao variavel entre os tipos histoldgicos,
tanto nas amostras do grupo EV (p<0,001), quanto do grupo NEV (p<0,001)
(Tabela 27). As maiores porcentagens de expressao focal foram observadas nas
amostras de pele normal, em ambos os grupos (NEV=66,7%; EV=61,9%). As
amostras de CEC apresentaram expressao predominantemente difusa, em mais
de 60% dos casos, em ambos os grupos. As amostras de verruga plana foram
predominantemente negativas no grupo NEV (61,9%), enquanto que no grupo

EV elas foram difusas (72,2%).
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Tabela 27 — Expresséo da claudina-5, segundo tipo histolégico e grupo (EV e NEV)
Claudina-5

Difuso Focal Negativa Total p
N % N % N % N %

Grupo e tipo histolégico 161 57,9% 86 30,9% 31 11,2% 278 100,0% <0,001

NEV <0,001
NEV - CEC “in situ” 18 60,0% 6 200% 6 20,0% 30 100,0%

NEV - CEC grau 1 17 850% 3 150% O 0,0% 20  100,0%
NEV - CEC grau 2 16 80,0% 4 20,0% O 0,0% 20  100,0%
NEV - CEC grau 3 18 90,00 1 5,0% 1 5,0% 20  100,0%
NEV - Pele normal 15 250% 40 66,7% 5 8,3% 60 100,0%
NEV — Verruga plana 1 4,8% 7 333% 13 61,9% 21 100,0%

EV <0,001
EV - CEC “in situ” 15 789% 2 105% 2 10,5% 19 100,0%
EV-CECgraul 13 765% 4 235% O 0,0% 17  100,0%

EV - CEC grau 2 17 944% 1 5,6% 0 0,0% 18  100,0%
EV - CEC grau 3 11 786% 3 214% O 0,0% 14  100,0%
EV - Pele normal 7 333% 13 61,9% 1 4,8% 21 100,0%
EV — Verruga plana 13 72,2% 2 11,1% 3 16,7% 18 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Quando comparada a expresséao da claudina-5 com as caracteristicas das
amostras estudadas, observou-se inicialmente diferenga entre os grupos EV e
NEV (p=0,001) e entre os tipos histoldgicos (p<0,001) (Tabela 28). Verificou-se
porcentagens maiores de expresséao difusa nas amostras do grupo EV (71,0%)
e expressodes focais e negativas nas amostras do grupo NEV. Além disso, entre
os tipos histolégicos, notou-se porcentagens maiores de expressao difusa nas
amostras de CEC “in situ” (67,3%) e CEC invasivo (84,4%). As amostras de pele
normal apresentaram porcentagens maiores de expresséao focal (65,4%) e na

verruga plana, expressao negativa foi mais frequente (41,0%).
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Tabela 28 — Distribuicdo das amostras por caracteristicas, segundo expressdo da
claudina-5

Claudina-5

TOTAL p
Difuso Focal Negativo
N % N % N % N %

Sexo 161 57,9% 86 309% 31 11,2% 278 100,0% 0,791
Feminino 59 56,2% 35 333% 11 105% 105 100,0%
Masculino 102  59,0% 51 295% 20 11,6% 173 100,0%

Fotoexposicao 159 57,6% 86 312% 31 11,2% 276 100,0% 0,477
Néo 45 55,6% 24 296% 12 148% 81 100,0%

Sim 114  58,5% 62 318% 19 9,7% 195 100,0%

Grupo 161 57,9% 86 309% 31 11,2% 278 100,0% 0,001
NEV 85 49,7% 61 357% 25 14,6% 171 100,0%

EV 76 71,0% 25  23,4% 6 56% 107 100,0%

Tipo histolégico 161 57,9% 86 309% 31 11,2% 278 100,0% <0,001

Verruga plana 14 35,9% 9 231% 16 41,0% 39 100,0%
Pele normal 22 27,2% 53 65,4% 6 7,4% 81 100,0%
CEC “in situ” 33 67,3% 8 16,3% 8 16,3% 49 100,0%

CEC invasivo 92 84,4% 16 14,7% 1 0,9% 109 100,0%

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?).

Verificou-se ainda diferencas de média de idade por expressdo da
claudina-5 (p=0,006). As amostras com expressao negativa apresentaram media

de idade inferior as amostras com expressao difusa e focal (Tabela 29).

Tabela 29 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao da claudina-5

Desvio lo. 3o0.
Média  Padrao Minimo Méaximo Quartil Mediana Quartil N p
Total 0,006
Difuso 62,04 19,6 19,0 96,0 46,0 65,0 78,0 160
Focal 64,64 18,5 9,0 91,0 54,0 69,0 79,0 86
Negativo 48,58 25,3 3,0 86,0 22,0 60,0 64,0 31

p - nivel descritivo do teste de Kruskal-Wallis.
(A) e (B) apresentam médias distintas segundo comparag6es miltiplas de Dunn-Bonferroni.

Ajustou-se um modelo de regressdo multinomial tendo como variavel
dependente a claudina-5 e categoria de referéncia, a expressao difusa. Foram
consideradas como variaveis preditoras aguelas que foram significantes a 20%
(p<0,2) na analise univariada. Dessa forma, foram considerados como variaveis
preditoras no modelo inicial: idade, grupo (EV e NEV) e tipos histologicos (Tabela

30).
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Tabela 30 — Resultado da regressdo multinomial para claudina-5

RC ajustado (IC95%) p
Focal
Idade (anos) 0,98 (0,96 - 1,01) 0,148
EV (ref.= NEV) 0,33 (0,12 - 0,87) 0,025
Tipo histolégico (referéncia = CEC invasivo) <0,001
Verruga plana 3,25 (1,07 - 9,88) 0,038
Pele normal 13,06 (6,25 - 27,26) <0,001
CEC “in situ” 1,27 (0,49 - 3,29) 0,619
Negativo
Idade (anos) 0,95 (0,91 - 0,98) 0,003
EV (referéncia = NEV) 0,05 (0,01 - 0,22) <0,001
Tipo histoldgico (referéncia = CEC invasivo) 0,014
Verruga plana 41,34 (4,29 - 398,52) 0,001
Pele normal 23,37 (2,62 - 208,71) 0,005
CEC ‘in situ” 18,64 (2,20 - 157,88) 0,007
N=277.

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

De acordo com a Tabela 30 permaneceram significantes no modelo final
a idade, o grupo (EV e NEV) e os tipos histologicos. Dessa forma, a chance de
expressdo focal foi 67,0% (1-0,33) menor nas amostras do grupo EV
comparativamente as do grupo NEV. Além disso, a chance de expresséao focal
foi maior na verruga plana (3,3 vezes) e na pele normal (13,1 vezes maior)
comparativamente ao CEC invasivo. Adicionalmente, observou-se uma reducéo
de 5% (1-0,95) na chance de expressdo negativa a cada aumento de 1 ano de
idade. Além disso, a chance de expressao negativa foi 95% menor (1-0,05) nas
amostras do grupo EV comparativamente as do grupo NEV. Em contrapartida,
as chances de expressao negativa foram maiores na verruga plana (41,3 vezes
maior), pele normal (23,4 vezes maior) e CEC "in situ" (18,6 vezes maior)

comparativamente ao CEC invasivo.

Tese de Doutorado — Lana Luiza da Cruz Silva



91

5.2.6. Claudina-7

A claudina-7 apresentou expressao difusa em 97,8% de todas amostras
estudadas (Tabela 31). Casos esporadicos de expressdo ndo difusa (focal ou
negativo) foram observados nas amostras de pele normal e verruga plana dos
grupos EV e NEV, e nas amostras de CEC do grupo EV, porém sem significancia

estatistica.

Tabela 31 — Expresséo da claudina-7, segundo tipo histolégico e grupo
Claudina-7

Difuso Nao difuso Total p
N % N % N %

Grupo e tipo histologico 272 97,8% 6 2,2% 278  100,0% 0,567
NEV 0,760

NEV - CEC “in situ” 30 100,0% 0 0,0% 30 100,0%

NEV - CEC grau 1 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - CEC grau 2 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - CEC grau 3 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%

NEV - Pele normal 56 96,6% 2 3,4% 58 100,0%

NEV - Verruga plana 20 95,2% 1 4,8% 21 100,0%
EV 0,366

EV - CEC “in situ” 19 100,0% 0 0,0% 19 100,0%

EV - CEC grau 1 16 94,1% 1 5,9% 17 100,0%

EV - CEC grau 2 18 100,0% 0 0,0% 18 100,0%

EV - CEC grau 3 12 92,3% 1 7,7% 13 100,0%

EV - Pele normal 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%

EV - Verruga plana 17 94,4% 1 5,6% 18 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher

Conforme a Tabela 32, ndo se observaram associacbes entre as

caracteristicas das amostras estudadas e a expressao da claudina-7.
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Tabela 32 — Distribuicio das amostras estudadas por caracteristicas, segundo

expressao da claudina-7

Claudina-7
TOTAL
Difuso N&o difusal
N % N % N %

Sexo 272 97,8% 6 2,2% 278 100,0% 0,675%
Feminino 101 97,1% 3 2,9% 104 100,0%
Masculino 171 98,3% 3 1,7% 174  100,0%

Fotoexposicéo 270 97,8% 6 2,2% 276 100,0% 0,6732
Nao 81 98,8% 1 1,2% 82  100,0%

Sim 189 97,4% 5 2,6% 194  100,0%

Grupo 272 97,8% 6 2,2% 278 100,0% 0,6822
NEV 166 98,2% 3 1,8% 169  100,0%

EV 106 97,2% 3 2,8% 109  100,0%

Tipos histolégicos 272 97.8% 6 2,2% 278 100,0%  0,4052

VP 37 94,9% 2 51% 39  100,0%
Pele normal 80 97,6% 2 2,4% 82 100,0%
CEC “in situ” 49 100,0% O 0,0% 49  100,0%

CEC invasivo 106 98,1% 2 1,9% 108  100,0%

1Focal (n=5) e negativa (n=1)

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?)

Nota: devido a presenca de apenas 1 caso com expressao negativa, essa categoria foi agregada a da focal,

compondo o grupo dos pacientes com expressdo nao difusa
EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC:
espinocelular

carcinoma

Também nado houve diferenca entre a média de idade das amostras por

expressao da claudina-7 (Tabela 33).

Tabela 33 — Medidas-resumo da idade (anos) por expressao da claudina-7

Desvio lo. 30

Média Padrio Minimo  Méaximo Quartil Mediana Quar.til N p
Total 0,351
Difuso 61,4 20,4 3,0 96,0 46,0 64,0 78,0 271
N&o difuso 53,8 21,9 20,0 79,0 37,3 54,0 74,5 6

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Devido a baixa prevaléncia de expressdo “ndo difusa” da claudina-7 e

auséncias de sua associacdo com as caracteristicas das amostras estudadas a

um nivel de significAncia de 20%, ndo se ajustou o modelo de regressao.
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5.2.7. Claudina-11

A claudina-11 mostrou expresséo difusa em 91,0% de todas as amostras

estudadas, tendo sido mais prevalente nas amostras de pele normal, em ambos

0s grupos (EV=91,3% e NEV=91,8%) (Tabela 34). Observou-se expressao nao

difusa (focal ou negativa) em 23,8% das VP-NEV e em 11,8% das VP-EV, porém

sem significancia estatistica. Casos nao difusos também foram observados nas

amostras de CEC em ambos 0s grupos.

Tabela 34 — Expresséo da claudina-11, segundo tipo histoldgico e grupo (EV e NEV)

Claudina-11 |
Difuso N&o difuso Tota p
N % N % N %

Grupo e tipo histolégico 254 91,0% 25 9,0% 279 100,0% 0,232

NEV 0,051
NEV - CEC ‘in situ” 29 96,7% 1 3,3% 30 100,0%

NEV - CEC grau 1 18 90,0% 2 10,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 2 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%
NEV - CEC grau 3 20 100,0% 0 0,0% 20 100,0%
NEV - Pele normal 56 91,8% 5 8,2% 61 100,0%
NEV - Verruga plana 16 76,2% 5 23,8% 21 100,0%

EV 0,900
EV — CEC” in situ” 16 88,9% 2 11,1% 18 100,0%
EV-CECgraul 14 82,4% 3 17,6% 17 100,0%

EV - CEC grau 2 17 94,4% 1 5,6% 18 100,0%
EV - CEC grau 3 12 85,7% 2 14,3% 14 100,0%
EV - Pele normal 21 91,3% 2 8,7% 23 100,0%
EV — Verruga plana 15 88,2% 2 11,8% 17 100,0%

p — nivel descritivo do teste exato de Fisher

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma

espinocelular

Conforme Tabela 35,

caracteristicas das amostras estudadas e a expresséo da claudina-11.

nao se verificaram associagbes entre

as
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Tabela 35 — Distribuicio das amostras estudadas por caracteristicas, segundo
expressao da claudina-11

Claudina-11
TOTAL
Difuso N&o difusalt p
N % N % N %

Sexo 254 91,0% 25 9,0% 279 100,0% 0,830
Feminino 97 91,5% 9 8,5% 106 100,0%
Masculino 157 90,8% 16 9,2% 173 100,0%

Fotoexposicdo 252 91,0% 25 9,0% 277 100,0% 0,854
N&o 75 91,5% 7 8,5% 82 100,0%

Sim 177 90,8% 18 92% 195  100,0%

Grupo 254 91,0% 25 9,0% 279  100,0% 0,298
NEV 159 92,4% 13 7,6% 172 100,0%

EV 95 88,8% 12 11,2% 107 100,0%

Tipo histoldgico 254 91,0% 25 9,0% 279  100,0%  0,2222

Verruga plana 31 81,6% 7 18,4% 38 100,0%
Pele normal 77 91,7% 7 8,3% 84 100,0%
CEC “in situ” 45 93,8% 3 6,3% 48 100,0%

CEC invasivo? 101 92,7% 8 7,3% 109 100,0%

1Focal (N=24) e negativa (N=1).

20s subtipos histolégicos dos CEC grau -1, -2 e -3 foram agrupados na categoria “CEC invasivo”

p - nivel descritivo do teste de Qui-Quadrado ou exato de Fisher(?).

Nota: devido a presenca de apenas 1 caso com expressao negativa, essa categoria foi agregada a da focal,
compondo o grupo dos pacientes com expressdo ndo difusa

EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisplasia verruciforme; CEC: carcinoma
espinocelular

Também nado houve diferenca entre a média de idade das amostras por

expressao da claudina-11 (Tabela 36).

Tabela 36 — Medidas-resumo da idade (anos) por expresséo da claudina-11

Média E;g;’ég Minimo Maximo Q&gr.til Mediana Qfgr.til N p
Total 0,159
Difuso 62,1 20,2 3,0 96,0 47,0 67,0 79,0 253
Néo difuso 56,5 20,0 8,0 88,0 43,0 60,0 71,0 25

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.

Ajustou-se um modelo de regressdo multinomial tendo como variavel
dependente a claudina-11 e categoria de referéncia, a expresséo difusa. Foram
consideradas como variaveis preditoras aguelas que foram significantes a 20%
(p<0,2) na andlise univariada. Dessa forma, foi considerada como variavel
preditora no modelo inicial apenas a idade (Tabela 36), porém esta ndo

permaneceu significante no modelo final.
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6. Discussao
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6. DISCUSSAO

A epidermodisplasia verruciforme € uma genodermatose que predispde o
surgimento de carcinomas cutaneos em individuos mais jovens®*. Neste estudo,
a meédia de idade dos pacientes com EV foi de 44,8 anos e entre os individuos
sem EV foi de 71,7 anos. Apesar de ndo apresentar preferéncia quanto ao
sexo*!% na presente amostragem, o sexo masculino foi mais prevalente entre
os doentes com EV. J4 os individuos sem EV apresentaram maior porcentagem
de amostras de pele nas é&reas fotoexpostas, provavelmente por ser a
fotoexposigcédo cronica o principal fator predisponente do CEC na populagéo
geral34,

De etiologia multifatorial, a EV tem como agente infeccioso o beta-HPV,
um virus sabidamente com tropismo para 0s queratindcitos, principais células
que compdem a epiderme. Na pele, o beta-HPV é capaz de induzir a proliferacéo
celular, com formacao de multiplas verrugas, bem como atipia celular, displasia
epitelial e cancer. As possiveis alteracdes que esse virus pode induzir na pele,
como ja observado na expresséo de E-caderinas e de citoqueratinas nas lesées
de verruga plana?!, vem sendo estudadas, como uma forma de melhor
compreender seu papel na carcinogénese epitelial.

Cerca de 90% dos tumores malignos séo derivados do epitélio e uma
desregulacédo na expressdo das claudinas vem sendo observada em diversas
neoplasias®. A carcinogénese epitelial esta associada ao desaparecimento da
arquitetura tecidual, caracterizada pela desorganizacao intercelular e perda da

adesdo célula-matrizt?. A reducdo da expressdo das claudinas pode estar

Tese de Doutorado — Lana Luiza da Cruz Silva



97

diretamente relacionada com a progressdo do céancer, através da diminuigdo
dessa adesdo e da diferenciagdo celular, permitindo a migragdo das células
malignas'?. Em contrapartida, o0 aumento da sua expressdo é visto como uma
expressdo aberrante, podendo promover a formacdo de tumores pela
desestabilizacdo das TJ, resultando também em perda da aderéncia celular?3.
Adicionalmente, as alteragGes no perfil de expressao das claudinas vem
sendo consideradas como potencial alvo terapéutico para o cancer. Uma vez
que sao proteinas de superficie celular, seus dominios (alcas) extracelulares
tornam-se alvos locais acessiveis'®. O fato das claudinas apresentarem perfil de
expressao caracteristicos entre os 6rgaos e tecidos, e diferentes padrdes entre
as células normais e tumorais, fazem delas alvos terapéuticos mais
especificos®130, O desenvolvimento de farmacos anti-claudina-1 pode ser uma
ferramenta potente para a absorcdo epidérmica de drogas, assim como
anticorpos anti-claudina-4 pode ser um alvo para o tratamento cancerigeno%4,
Considerada como modelo de carcinogénese viral, na EV, as neoplasias
cutdneas mostram-se em namero elevado, particularmente os CEC "in situ" que
sucedem as lesbes de verruga plana. A proposta terapéutica mencionada
poderia representar mais uma possibilidade no manejo e tratamento desses
doentes. Assim, consideramos interessante observar o comportamento desses
elementos juncionais do queratinécito na EV, na progressao da pele normal, para
verruga plana e CEC cutaneo, comparando-0s a de processos virais (verrugas
planas), ndo relacionadas aos EV-HPV, e neoplasicos de individuos né&o

portadores da doenca.
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6.1. Claudina-1

A claudina-1 é encontrada na membrana celular e distribuida em todas as
camadas da epiderme e no epitélio folicular da pele saudavel??. A pele é
considerada como o principal 6rgdo onde a claudina-1 é expressa, por
apresentar maior intensidade de expressao em relagdo a outros érgaos, como
pulmédo, estbmago, mama, timo, rim, glandulas salivares, colo uterino, ovario,
lingua e reto'4,

Em nosso trabalho, todas as amostras estudadas apresentaram
expressao positiva da claudina-1. A pele normal e verrugas planas dos doentes
com EV e NEV apresentaram expressdo predominantemente difusa dessa
claudina (98%-100% dos casos). Entretanto, os CEC de ambos 0s grupos
apresentaram maior porcentagem de expressao focal (até 50%) da claudina-1.

N&o houve diferenca na expresséo da claudina-1 entre os grupos EV e
NEV, nem quanto ao sexo, idade e fotoexposicao.

Os nossos resultados sédo concordantes com os de Hintsala et al. (2013)
e Lee et al. (2018) que observaram reducdo progressiva da expressédo de
claudina-1 com o aumento do grau de displasia das queratoses actinicas, bem
como na progressdo da queratose actinica para o CEC cutaneo?? 47, De forma
oposta, aumento da claudina-1 no CEC cutaneo também ja foi relatado, porém
em estudo com pequena amostragem (3 em 4 casos)!6. Morita et al.l4,
analisando apenas cinco casos de doenca de Bowen e cinco casos de CEC
cutaneo, também observaram aumento da claudina-1, porém apenas nas células
queratinizadas. Nas células tumorais ndo-queratinizadas, a expressao claudina-
1 foi variavel**?. No presente estudo, a claudina-1 foi amplamente expressa na

pele normal e verruga plana, com reducéo progressiva da sua expressao do CEC
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“in situ” para o CEC invasivo. Essa diminuig¢ao, entretanto, ndo mostrou relagéo
com a presenca do beta-HPV, nem quanto ao sexo, idade e fotoexposi¢éo, nas
amostras estudadas.

Reducédo da claudina-1 também foi descrita no CEC de esbdfago e de
mama, correlacionando-se com recorréncia do tumor e menor tempo livre de
doencgal#® 149, A diminuicdo dessa claudina esteve associada a disfuncédo da TJ,
com subsequente dissociagao e perda de polaridade celular, que podem estar
ligadas a progressao, invasdo e metastase tumoral'4’.

Todavia, tanto a redugéo quanto o aumento na expressao da claudina-1
mostraram relacdo com a carcinogénese. Na progresséao do carcinoma do colo
uterino e metastases linfonodais ha aumento da expresséo de claudina-1'41. O
aumento da expresséo da claudina-1 nos CEC bem diferenciados € seguido da
sua reducdo, com a progressdo da doenca'?. Aumento da claudina-1 também foi
observado nos CEC de diversos 6rgdos, como lingua, tonsila, nasofaringe,
pulmao, ovario e vulva?3 143, 150-152 Entretanto, as células neoplasicas do CEC
tonsilar infectadas pelo HPV néo alteraram a expressédo das TJ?3.

Altos niveis de claudina-1 relacionaram-se com a atividade de invasdo do
CEC oral. A claudina-1 atuaria na capacidade de invasdo das células
neoplasicas, através da ativacdo de metaloproteinases de matriz do tipo
membrana-1 (MT1-MMP) e MMP-2, resultando em maior clivagem das cadeias
de laminina-5-y21%3, Entretanto, esses mecanismos ndo estdo totalmente
esclarecidos'®3,

No presente estudo, além da expressdo membranosa de claudina-1
observamos sua expressdo citoplasmatica em alguns casos de CEC.

Caracteristicamente a expressao dessa claudina € membranosa, na maioria dos
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epitélios'#¢. Na pele, a sua disposicdo é vista nas bordas intercelulares, sendo
expressa em todas as camadas da epidermel’. Entretanto, sua expressdo
costuma ser mais fraca na camada basal'4°.

A expressdo citoplasmética, mas também nuclear da claudina-1 pode
ocorrer em condi¢cdes normais e nos tecidos neoplasicos, como no carcinoma
colorretal, melanoma e carcinoma de tire6ide?2130:144,154-156

Disposicao ndo membranosa das claudinas parece estar envolvida com a
fosforilacdo da mesmal3?154157 Ainda néo se sabe o papel exato da claudina no
citoplasma, embora ela pode estar relacionada com o trafico de vesiculas ou com

interacdes célula-matriz*>4,

6.2. Claudina-2

No presente estudo, a claudina-2 esteve igualmente distribuida nas
camadas da epiderme, de forma difusa, com positividade na membrana e no
citoplasma.

A claudina-2, conhecida por formar poros catidnicos de alta
condutancia®®®, é expressa em diversos 6rgdos!®. Sua imunomarcacédo é
descrita como membranosa e citoplasmatical®®, sendo que na epiderme
humana, a sua expressao ocorre na camada granulosa e € menor nas camadas
basal e espinhosal®.

No nosso estudo, ndo pudemos estabelecer uma rela¢do da infecgéao pelo
HPV-EV com a expressdo da claudina-2. A expressdo nao difusa (focal ou
negativa) esteve associada as amostras de verruga plana. No grupo EV, até 7%
dos casos de verruga plana e CEC apresentaram uma expressdo nao difusa

desta claudina. Importante notar que no grupo NEV, a expressdo néo difusa
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esteve presente nas amostras de verruga plana e CEC “in situ”, mas n&do no CEC
invasivo, sugerindo que a reducdo da claudina-2 pode estar relacionada ao
processo inicial de carcinogénese, mas ndo na progressao neoplasica.

Esses nossos resultados diferem daqueles relatados por Hintsala et al.??
Esses autores observaram um aumento da expressdo da claudina-2 na
queratose actinica e no CEC, em relagcdo com a pele normal. Entretanto, assim
como no nosso trabalho, ndo observaram diferenca da imunorreatividade dessa
claudina entre os CEC de diferentes graus histolégicos?2.

Nos carcinomas, a positividade da claudina-2 € variavel. Na neoplasia
cervical intraepitelial e no carcinoma cervical “in situ” sua expressao mostra-se
aumentada, porém ocorre uma reducéo na fase invasiva dessa neoplasia®*. O
aumento na expressdo da claudina-2 ocorre no carcinoma colorretal e de
mama?®®16%, Por outro lado, no carcinoma de prostata é descrita auséncia de sua
expressdo em 55% dos casos, com manutencao da mesma no epitélio prostéatico
normal?®.

E interessante notar que a expressdo da claudina-2 também pode ser
modificada por agentes infecciosos. Na co-infec¢cdo pelo herpes virus-8 do
sarcoma de Kaposi (KSHV) e Aids é relatado que o KSHV induziria uma
diminuicdo da expresséo da claudina-2, com consequente aumento da fungéo
de barreira endotelial. Esse fato pode estar relacionado a uma maior
sobrevivéncia dos individuos co-infectados!®?. Entretanto, os nossos resultados

nao permitiram relacionar o perfil de expressao de claudina-2 com a infecao pelo

HPV-EV.
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6.3. Claudina-3

A expressao da claudina-3, em nossa casuistica, mostrou uma redugéo
progressiva da pele normal (quase 80% de todas as amostras de pele normal
apresentaram expressdo difusa dessa claudina), para a verruga plana
(expresséao difusa em 56% dos casos), CEC “in situ” (expressao focal em 63%
dos casos), chegando a ser negativa em 52% das amostras de CEC invasivo.
Entretanto, esses resultados ndo mostraram relacdo com a infeccdo pelo beta-
HPV, nem com as caracteristicas demograficas das amostras estudadas.

A claudina-3 € uma proteina expressa em diversos epitélios, assim como
na barreira hematoencefalical®. A expressdo aberrante da claudina-3 também
tem sido relatada nos processos patolégicos de varios 6rgaos. Pelo fato dessa
claudina apresentar um receptor funcional para a enterotoxina do Clostridium
perfringens (CPE), ela tem sido considerada um alvo emergente para o
diagnéstico e tratamento do cancer*0.

Apesar do papel funcional da claudina-3 na carcinogénese ainda nao
estar totalmente esclarecido, ela parece possuir regulacdo positiva no cancer.
Aumento da expressao da claudina-3 é descrito em varias neoplasias (de ovario,
colorretal, gastrico, mama, préstata e pancreatico)?® 132, Assim como a claudina-
1, a claudina-3 induz a ativacdo de MMP, propiciando o comportamento invasivo
das células neoplasicas!®.

Entretanto, ha dados da literatura que corroboram os nossos resultados
quanto a diminuicdo de expressao da claudina-3 na progressao do processo
neoplasico. A reducédo de expressao de claudina-3 ocorre na progressao da
neoplasia vulvar intraepitelial para a neoplasia invasiva, que €& condicao

neoplasica frequentemente associada a infeccédo pelo HPV165, Assim como em
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neoplasias de outras origens histogenéticas?®, a reducdo da expressdo da
claudina-3 estaria relacionada a indiferenciacdo e progressdo metastatica, como
o descrito para o cancer de es6fago?®®.

O papel da claudina-3 na progressao tumoral pode ser contestado por
alguns dados da literatura. A auséncia de expressao de claudina-3 é relatada na
normalidade e em condicdes neoplasicas do colo uterino?*. Na pele também foi
relatada a auséncia de expressédo de claudina-3 na epiderme normal, em
queratoses actinicas e expressao ocasional e fraca no CEC. Por outro lado,
ocorre a expressao dessa claudina nos anexos cutaneos, presentes tanto na
pele normal, como junto dos processos de queratose actinica e neplasicos.??
Outro exemplo da auséncia de expresséo de claudina-3 na epiderme, entretanto
com expressao positiva no epitélio glandular é a Doenca de Paget, onde a
expressao positiva pelas células neoplasicas intraepidérmicas contrasta com a
auséncia de expressao pelo queratindcitos.

Talvez esses resultados relatados na literatura®*?216° podem estar
relacionados as diferencas na metodologia empregada, como anticorpos de
diferentes procedéncias, poli ou monoclonais e mesmo ao uso de diferentes
técnicas de exposicao antigénica.

Um achado interessante em nossa pesquisa foi a expressao nuclear da
claudina-3. Consideramos esse resultado confiavel, uma vez que esse padréo
de imunomarcacéo observado pela técnica imunoenzimatica foi validado pelos
resultados obtidos pela técnica de imunofluorescéncia. A identificacdo de
proteinas das TJ na regido nuclear foi inicialmente demonstrada para ZO-1 e ZO-
2, sendo atualmente descrita em varias claudinas#4 167-16° No carcinoma de

colon, a expressao nuclear da claudina-1 esteve relacionada com a progresséo
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tumoral e o potencial metastatico das células neoplasicas'**. A localizacdo
intracelular da claudina-3 foi observada nas células metastaticas do cancer de
mamal’®. No carcinoma colorretal, a expressédo nuclear da claudina-3 esteve
associada ao tipo histolégico, sendo significativamente maior nos menos
diferenciados e mucinosos!’?.

Esses dados corroboram o0s nossos resultados, visto que a
imunomarcacao nuclear da claudina-3 esteve associada as amostras de CEC e
a fotoexposicdo. Entretanto, ndo observamos diferenca entre os grupos EV e
NEV. Contudo, a frequéncia da marcagcdo nuclear nas amostras de verruga
plana-EV foi maior (41,2%) comparativamente as amostras de verruga plana
NEV (9,5%). Esse resultado sugere haver uma progressao neoplasica mais
precoce das lesdes do grupo relacionado ao beta-HPV.

Pouco se conhece sobre o papel das claudinas subcelulares e como elas
sdo reguladas'®®. Provavelmente as claudinas localizadas fora das TJ
modifiquem as propriedades de permeabilidade das células epidérmicas
afetadas, resultando em sua conversdo hiperplastica'®®. Adicionalmente, a
presenca da claudina no nucleo sugere sua participacdo nos processos de
sinalizacdo celular e de regulacédo génica das células tumorais'33 170,

Varios mecanismos devem atuar no deslocamento das claudinas, sendo
a desregulacéo da polaridade celular um dos principais fatores subjacentes!33,
Além disso, acredita-se que as células tumorais indiferenciadas, com alteracao
da funcdo de barreira das TJ, exibam claudinas intracelulares'3®. Outra
possibilidade seria 0 aumento da endocitose e/ou inibicdo da insercdo pos-
traducional no reticulo endoplasmatico, resultando na retencéo da claudina em

vesiculas citoplasmaticas'®®. Apesar do exato mecanismo molecular da
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expressao citoplasmatica e nuclear das claudinas ser desconhecido, especula-
se que o dominio C-terminal esteja envolvido no nivel correto da expresséo e da

localizac&o dessas proteinas!’?.

6.4. Claudina-4

A claudina-4 participa da selagem intercelular e do controle do fluxo
paracelular de ionst’% 173,

Observamos expresséo difusa da claudina-4 em 95,2% de todas amostras
estudadas. O padrao difuso compreendeu expressao em todas as camadas da
epiderme normal, das lesdes de verruga plana e das neoplasias tanto "in situ"
como invasivas. Nao encontramos diferencas no padrédo de expressdo de
claudina-4, entre os tipos histoldgicos (i. e. pele normal, verrugas planas e CEC
"In situ" e invasivo) dos dois grupos estudados (EV e NEV).

De acordo com os relatos da literatura, a expresséo da claudina-4 na pele
normal é de tipo membranosa e fraca. Essa expressdo ocorre na camada
granulosa da epiderme, onde estdo localizadas as TJY" 22 174, Expressdo da
claudina-4 na porcédo superior da camada espinhosa também ja foi relatada na
epiderme normal'?3, A intensidade da sua expressdo é maior nas células da
bainha radicular interna dos foliculos pilosos, sendo também intensa nas
glandulas sudoriparas écrinas!’4. Acreditamos que os dados discrepantes com
0S por nos observados devem estar relacionados ao uso de diferentes anticorpos
(mono ou policlonais), assim as diferentes técnicas de exposicdo antigénica.
Descartamos a possibilidade de imunomarcacao inespecifica em nosso material,
uma vez que todas as rea¢des foram sempre realizadas concomitantemente aos

controles negativos.
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Como acima relatado, obtivemos expressao difusa da claudina-4 em
cerca de 90% dos CEC, tanto do grupo EV como do NEV. Nossos resultados
sdo conflitantes com os de Morita, Tsukita e Miyachi'®® que observaram
imunomarcacdo da claudina-4 exclusivamente nas células tumorais
queratinizadas (pérolas corneas) dos CEC de pele. Por outro lado, na psoriase,
ocorre um aumento da expressdo da claudina-4 na epiderme hiperplasica'?:.
Hintsala et al.?> também observaram imunomarcacdo da claudina-4 pouco
intensa na epiderme normal, assim como nos CEC e nas queratoses actinicas.
Nas areas mais diferenciadas e queratinizadas do CEC, entretanto, a
intensidade de expressao era maior. Esse mesmo aspecto foi observado por
Yigit et al.174

A menor expressao de claudina-4 parece estar relacionada a progressao
e indiferenciacdo do CEC oral'?, assim como ao pior progndéstico de alguns
subtipos de cancer de mama e de célont’>177,

Entretanto, existem dados da literatura que relacionam a maior expressao
da claudina-4 e da claudina-3 aos fatores de pior prognéstico e potencial
metastatico de neoplasias, entre elas as gastricas e de ovariol’®. O potencial
invasivo das células neoplasicas estaria relacionado ao aumento da atividade de
MMP-2164,

Como dado conflitante, a expressdao maior da claudina-4 no carcinoma
pancreatico implicaria na diminuicdo da capacidade de invasao das células
neoplasicas, tanto em experimentos “in vitro” como “in vivo™°,

A claudina-4, como o descrito para a claudina-3, é um receptor para

Clostridium perfringens (CPE). Essa caracteristica torna a claudina como um
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potencial alvo terapéutico nas neoplasias, cujas células poderiam ser destruidas

pela acdo da toxina dessa bactérial’®.

6.5. Claudina-5

No presente estudo, observamos expressao aberrante da claudina-5 na
carcinogénese cutanea, com aumento progressivo da sua expressao, desde a
epiderme normal, CEC “in situ” e invasivo. As amostras de verruga plana EV
mostraram expressao difusa em 72% dos casos em comparagdo com as lesdes
do grupo NEV que, em que 62% dos casos ndo apresentaram imunomarcacao
desta claudina.

Além disso, pela andlise multivariada, verificamos que a chance de
expressao focal e negativa foram menores no grupo EV quando comparado ao
grupo NEV, como também nas amostras de CEC invasivo comparativamente as
amostras de pele normal, verruga plana e CEC “in situ”. O aumento da idade
também mostrou reducdo na chance da expressdo negativa, provavelmente
associado ao fato do carcinoma cutaneo ocorrer em idade mais avancada,
diferente das verrugas planas, que podem aparecer ainda na infancia.

Esses resultados sugerem que a expressao da claudina-5 acompanha a
progressdo do CEC cutaneo, mostrando-se progressivamente mais acentuada e
difusa a partir da pele sa até o carcinoma invasivo. Apesar desse processo ter
sido observado tanto no grupo EV como no NEV, a infeccéo pelo beta-HPV deve
estar envolvida no processo inicial da carcinogénese, visto que o0 aumento da
expressdo da claudina-5 foi observado ja nas amostras de verruga plana dos

doentes com EV.
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A claudina-5 é uma importante proteina para o desenvolvimento
cardiovascular, sendo considerada especifica para células endoteliais??:18°,
Participa também da formacao da barreira hematoencefalica (BHE), evidenciada
pelo aumento da passagem de drogas pela BHE em camundongos com
deficiéncia de claudina-5'®1. Na pele, a claudina-5 é expressa na epiderme do
embrido humano, no comeco do primeiro trimestre de gestacdo, porém torna-se
ausente ao termo da gestacdo'®. Na pele adulta, a expresséo de claudina-5 é
observada na bainha interna de foliculos pilosos e glandulas sudoripara,
entretanto ndo é detectavel na epiderme, segundo Miettinen et al.18

Apesar de alguns trabalhos da literatura afirmarem que a localizacdo da
claudina-5 na pele é restrita ao endotélio??182, nds observamos imunomarcagéo
membranosa da claudina-5 nas camadas superiores da epiderme das amostras
de pele normal. Destacamos novamente que os resultados conflitantes quanto a
presenca/auséncia de expressao das claudinas pode estar relacionada a
metodologia empregada. Corroborando esta possibilidade, Peltonen et al.?,
demonstraram a expresséo de claudina-5, embora fraca, na camada granulosa
da epiderme, ao utilizarem anticorpos anticlaudina-5, tanto policlonal de coelho,
guanto monoclonal de camundongo. Esses dados foram validados pela
microscopia confocal de varredura a laser?L.

Outros autores também demonstraram expressdo epidérmica de
claudina-5, embora fraca'®. A intensidade da expressédo da claudina-5 na
epiderme normal é muito menor quando comparada com a de outras
claudinas?®1?!, sendo muitas vezes necessario o uso de microscopio de

imunofluorescéncia com Optica de alta qualidade e microscopia confocal de
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varredura a laser?l. Provavelmente, esse seja o motivo da expressdo da
claudina-5 ser considerada negativa na pele normal por diversos autores?..

Quanto ao comportamento da claudina-5 nos carcinomas da pele, os
dados de literatura sdo controversos. Ha relatos de expresséo fraca e ocasional®?
e até mesmo positividade confinada as areas bem diferenciadas e
queratinizadas dos tumores'®.  Nos tumores por noés estudados, néo
observamos esse padréo preferencial de expressao da claudina-5.

A expressao de claudina-5, embora fraca e focal, também foi relatada em
outras neoplasias como o CEC de vulva, na doenca de Paget'6%165 e no CEC
oralt?1%0.183 Em outras neoplasias, como o CEC de pulméo, foi visto
negatividade da expresséao da claudina-5, que contrasta com expressao positiva
observada no adenocarcinoma e no epitélio brénquico normal*®*. Resultados
semelhantes foram observados no carcinoma cervical uterino'’2.

Expressdo forte da claudina-5 é classicamente descrita nos tumores
vasculares, mas também vem sendo relatada em neoplasias epiteliais, porém
com menor intensidade em relagdo as outras claudinas?%:185,

A expressdo de claudina-5 também tem sido relacionada aos fatores
prognosticos das neoplasias, como a presenca de metastases no CEC de

es6fago’® e a proliferacéo celular e apoptose no carcinoma gastrico?.

6.6. Claudina-7

A claudina-7 € amplamente distribuida nos epitélios das mucosas de
cabeca/pescoco, do trato gastrointestinal, pulmdo, mama, rim, bexiga e pele.
Participa da funcdo de manutencdo da homeostase, através da integridade

epitelial e do balanco do cloreto de sédio*®’.
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Na nossa casuistica, ndo foi observada alteracdo na expressdo da
claudina-7 na carcinogénese cutanea. A expressao dessa claudina mostrou-se
predominantemente difusa em todos os espécimes analisados (pele s&, verruga
planas e CEC), independente da infec¢éo pelo HPV-EV.

Os dados obtidos da literatura séo conflitantes e ndo possibilitam avaliar
se as variagcoes de expressao da claudina-7 tém valor como fator preditivo de
pior evolugéo das neoplasias associadas ou ndo ao HPV.

Nosso resultado difere daquele encontrado por Hintsala et al.??, que
observaram uma maior expressao da claudina-7 no CEC cutaneo em relagéo a
pele normal e as queratoses actinicas. Esses autores sugerem gque o aumento
da expresséo dessa claudina seria um evento tardio no processo neoplasico da
epiderme?2,

A expressdo anormal da claudina-7 vem sendo observada em varios
tumores malignos e tem sido associada a migracdo, proliferacdo celular e
metastases®s,

A claudina-7 pode atuar tanto de forma oncogénica quanto supressora
tumoral, a depender da origem do tumor'#2. Nos tumores do trato gastrointestinal,
a claudina-7 parece agir como supressor tumoral, por inibir a progresséao da
transicdo epitelial-mesenquimal (EMT)8. No carcinoma de eséfago, a reducéo
da claudina-7 esteve relacionada com invasdo tumoral e metastase'®d. A
reducdo da expressdo de claudina-7 durante a transformacdo maligna dos
queratindcitos esofagicos, associa-se a reducédo da expressao de E-caderina,
sugerindo ser este uns dos mecanismos para a perda de arquitetura e invaséao

epitelial observada no CEC esofagico®°.
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A diminuicdo da expressdo da claudina-7 tem sido relatada em varios
tumores. No carcinoma colorretal, a reducéo gradual da expresséo da claudina-
7 e E-caderina ocorre paralelamente com a reducdo no grau de diferenciacéo
tumoral e surgimento de metéstase. Além disso, ocorre um aumento da
expressdo de vimentina e de Snal-1 que sdo biomarcadores do processo de
EMT!8, No CEC oral, a claudina-7 é expressa nos estagios iniciais. Nas fases
tardias ocorre a perda de sua expresséo?’?. A auséncia de expressédo da claudina-
7 associa-se a recorréncia, maior dimens&o do tumor e menor taxa de sobrevida
livre de doencal® 191, E considerada fator preditor independente para
recorréncia regional e morte pela doenga®®?.

O aumento da expresséo de claudina-7, por outro lado, associa-se ao
menor tempo de sobrevida no CEC de lingua'®®. A maior expressdo dessa
claudina acompanha a progressao das lesdes neoplasicas do colo uterino e teria
um papel como coparticipante do processo de ruptura das TJ e na transformacéo
celular?4 25142,

O CEC tonsilar e o de vulva, relacionados a acdo do HPV, mostram
expresséo reduzida ou mesmo ausente de claudina-7, o que nao ocorre com 0
cancer de colo uterino?3 143, Nao foi demonstrado, entretanto uma relacdo dessa

claudina com a presenca de HPV nas células neoplasicas?2.

6.7. Claudina-11

Observamos, em nosso trabalho, a expresséo difusa de claudina-11 em
91,0% de todas as amostras estudadas, tendo sido mais prevalente nas
amostras de pele normal, em ambos os grupos (EV=91,3% e NEV=91,8%). A

expressao focal ou negativa foi observada nas VP-NEV (23,8%) e naquelas da
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EV (11,8%). Expressdo focal foi também observada nos CEC de ambos os
grupos (3,3 a 17,6%). Entretanto, a expresséo de claudina-11 n&o apresentou
qualguer associagdo com as caracteristicas das amostras estudadas, assim
como com os dados demograficos dos doentes, de ambos 0s grupos.

A claudina-11 é também conhecida como “proteina especifica dos
oligodendrocitos” (OSP), pois foi inicialmente identificada nos oligodentrdcitos do
cérebro adulto'®3. Hoje, sabe-se que além de participar do crescimento e
diferenciacéo dos oligodendrécitos, a claudina-11 é essencial para a formacgéao
das TJ da mielina do sistema nervoso central e das células de Sertoli nos
testiculos!14 193,

Fato interessante a ser destacado foi a demonstracdo de expresséo de
claudina-11 intensa e difusa na pele normal dos dois grupos de doentes
estudados na nossa pesquisa.

Ha poucos estudos na literatura que investigaram a presenca da claudina-
11 na pele humana. Ela foi descrita nas camadas granulosa e coOrnea da
epiderme de camundongos'®. Técnica de PCR demonstrou mRNA codificador
de claudina-11 tanto em pele humana como em cultura de queratinécitos'?2. Por
outro lado, a expresséao de claudina-11 foi mesmo considerada como ausente na
epiderme!®,

Nas neoplasias, a claudina-11 parece exercer efeito supressor nas células
tumorais?”: 133, A sua diminuicdo de expressao esta associada ao aumento da
capacidade invasiva das células nos carcinomas gastricos e de bexiga®®® 1%, A
reducdo da expresséo de claudina-11 é ainda descrita no cancer e vulva, no

melanoma cutaneo, no CEC de laringe e no carcinoma colorretal143 197-199,
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Em modelo murino de carcinogénese cutanea, a expressao da claudina-
11 também diminuiu com a progressdo tumoral'®8. Contudo, a expressédo da
claudina-11 mostrou-se aumentada nas areas queratinizadas de CEC bem
diferenciados e ausente nos tumores indiferenciados®*.

No presente trabalho ndo observamos diferencas no padréo de expressao

de claudina-11 ao analisar 131 CEC invasivos (51 EV e 60 NEV).

6.8. Considerac0es finais

Na nossa casuista, observamos expressao aberrante das claudinas-1, -3
e -5 na progressao da carcinogénese cutanea. Possivelmente, essas alteracoes
ocorram de forma sincrbnica, visto que a claudina-1 e -5 interagem
heterotipicamente com a claudina-3'42%, Além disso, juntas, essas claudinas
demonstraram ativar a pro-metaloproteinase-2, resultando na quebra de
proteinas da matriz extracelular, o que facilita a invasdo e disseminacdo das
células tumorais'46 201,

Assim como em outros tumores, nossos resultados divergem com os de
outros autores sobre a expressdo das claudinas nos carcinomas cutaneos.
Resultados contraditorios nos estudos das claudinas como marcadores tumorais
sao frequentes e possivelmente associados a varios fatores metodol6gicos. O
padrao de expressao das claudinas na epiderme pode variar a depender da
espessura da pele, visto que € possivel haver diferenca na penetracdo de
anticorpos primarios e secundarios?®?. Avaliar a presenca de fotoexposicéo
também € importante, pois a irradiagcdo UVB por si pode modificar a expressao
das claudinas na pele?®®, Resultados discrepantes entre os estudos também

podem ser explicados com base na area tumoral selecionada para avaliacao da

Tese de Doutorado — Lana Luiza da Cruz Silva



114

imunorreatividade, uma vez que diferentes regidbes tumorais, como porcgéo
epidérmica, por¢ao invasiva e centro tumoral, assim como areas queratinizadas,
podem demonstrar expressées distintas das claudinas®®1%2, Adicionalmente,
acredita-se que o tipo do anticorpo utilizado (poli ou monoclonal, derivado de
coelho ou camundongo), além da técnica de fixacdo e coloracdo tecidual
utilizados, podem gerar artefatos, influenciando na imunomarcacéo?®?. Dessa
forma, a padronizacdo das técnicas utilizadas nos estudos € fundamental para
garantir a reprodutibilidade e precisdo dos resultados. Destacamos que a analise
das amostras dos 131 tumores (EV e NEV) foi feita em TMA, o que minimiza as
diferencas dependentes de fases de processamento das técnicas imuno-
histoquimicas, pois toda a casuistica foi agrupada em quatro blocos/laminas de
TMA. Todos os cortes histolégicos foram submetidos as imunomarcacées, para
cada uma das claudinas, ao mesmo tempo.

Por fim, embora varios estudos mostrem que as alteracdes na expressao
das claudinas estdo associadas a diversos tumores, o significado funcional
destas alteragGes na carcinogénese epitelial ainda permanece incerto!®4. Ainda
se discute se a expressdo aberrante das claudinas € uma causa ou
consequéncia do cancer!?’. Pesquisas adicionais ainda sdo necessarias para

uma melhor compreenséo das bases moleculares desse processo.
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7. Conclusoes
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7. CONCLUSOES

Dentre o perfil de claudinas estudado na pele normal, lesdes de verruga
plana e carcinomas espinocelulares de doentes com epidermodisplasia

verruciforme podemos concluir que:

e A claudina-5 por ter apresentado aumento progressivo de sua
expressao, desde a pele normal até os carcinomas espinocelulares
dos doentes com epidermodisplasia verruciforme, deve estar
envolvida no processo de carcinogénese relacionado a infeccao
pelo HPV-EV.

e As claudinas-1 e -3 mostraram expressao reduzida no carcinoma
espinocelular de ambos os grupos estudados, o que sugere
estarem relacionadas ao processo de carcinogénese cutanea,

embora sem relagdo com a infecgéo pelo HPV-EV.

e As verrugas planas de ambos os grupos EV e NEV apresentaram
menor expressdo da claudina-2 em relacdo a pele normal, o que
sugere a participacdo de papilomavirus na alteracéo da expressao
dessa molécula de adesdo, entretanto, esse efeito ndo seria
exclusivo do HPV-EV.

e A expressao das claudinas-4, -7 e -11 ndo mostraram diferencas
significativas na pele normal, verrugas planas e carcinomas
espinocelulares dos doentes com epidermodisplasia verruciforme

e sem a doenga.

e A expressao da claudina-11 foi observada na pele sem lesdo de

ambos os grupos estudados, o que contraria os dados da literatura.
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Quanto a relagdo das caracteristicas clinicas (idade e sexo) e

fotoexposicado com o perfil de expresséo de claudinas podemos concluir que:

e Aidade deve influir na expressao da claudina-5, pois as lesées com
auséncia de expressdo dessa claudina eram provenientes de

doentes com menor média de idade.

e A fotoexposicdo deve ter relacdo com a expressdo aberrante da
claudina-3, pois a chance de ocorrer expressao nuclear dessa

claudina foi maior nas lesdes de pele em areas fotoexpostas.
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8. Anhexos

Tese de Doutorado — Lana Luiza da Cruz Silva



119

8. ANEXOS

ANEXO A: Planilhas dos blocos dos microarranjo tecidual (TMA) composto
por carcinomas espinocelulares de doentes com epidermodisplasia
verruciforme e sem a doencga

TMA 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 ctl ctl ctl ctl Ola 01b 02a 02b 03a 03b 04a 04b
2 [05a 05b 06a 06b 07a 07b 08a 08b 09a 09b 10a 10b
3 [1lla 11b 12a 12b 13a 13b 14a 14b 15a 16a 16b 17a
4 |17b 18a 18b 19a 20a 20b 21a 21b 22a 22b 23a 23b
5 |[24a 24b 25a 25b 26a 26b 27a 28a 28b 29a 30a 3la
6 |[32a 32b 33a 33b 34a 34b 35a 35b 36a 36b 37a 37b
7 [38a 38b 39a 39b 40a 40b 4la 41b 42a 42b 43a 43b
8 |[44a 45b 46a 46b 47a 47b 48a 48b 49a 49b 50a 50b
9 |b5la 51b 52a 52b 53a 53b 54a 54b 55a 55b 56a 57b
10 | 58a 58b 59a 59b 60a 60b 6la 62b 63a 63b 64a 64b
11 | 65a 65b 66a 66b 67a 67b 68a 68b 69a 69b 70a 70b

TMA 01 “espelho”

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1]ctl ctl ctl ctl Olc 0ld 02c 02d 03c 03d 04c 04d
2 | 05c 05d | 06c 06d 07c 07d 08c o8ad 09c 09d 10c 10d
3 [1ic 11d | 12c 12d 13c 13d 14c 14d 15c 16c 16d 17¢c
4|17d 18c | 18d 19c 20c 20d 21c 21d 22c 22d 23c 23d
5[ 24c 24d | 25c 26¢C 26d 27c 28c 29c 29d 30c 31c 31d
6 | 32c 32d | 33c 33d 34c 34d 35¢c 35d 36¢C 36d 37c 37d
7 | 38c 38d 39c 39d 40c 40d 41c 41d 42c 43c 44c 45¢
8 | 46¢C 46d | 47c 47d 48c 48d 49c 49d 50c 50d 51c 51d
9 | 52c 52d | 53c 53d 54c 54d 55¢c 55d 56¢ 56d 57c 57d
10 | 58¢c 58d | 59c 59d 60c 60d 61c 61d 62c 62d 63c 63d
11 | 64c 65c | 66C 67c 68c 68d 69c 69d 70c 70d 71c 71d

TMA 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1|ctl ctl ctl ctl 7la 71b 72a 72b 73a 73b 74a 74b

2 | 75a 75b 76a 76b 77a 77b 78a 78b 79a 79b 80a 80b

3| 8la 81b 82a 82b 83a 83b 84a 84b 85a 85b 86a 86b

4 | 87a 88a 89a 90a 90b 9la 91b 92a 92b 93a 93b 94a

5[ 94b 95a 95b 96a 96b 97a 97b 98a 98b 99a 99b 100a

6 | 100b 10la 102a 102b 103a 103b 104a 104b 105a 106a 106b 107a

7| 108a 109b 110a 11la 112a 113a 113b 114a 114b 115a 116a 116b

8 [117a 117b 118a 118b 119a 119b 120a 120b 121a 121b 122a 122b

9 [123a 123b 124a 124b 125a 126a 126b 127a 127b 128a 129a 130a

10 | 130b 13la 131b 132a 133a 134a 135a 135b 136a 137a 137b

TMA 02 “espelho”

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 ctl ctl ctl ctl 72c 72d 73c 73d 74c 74d 75¢
2| 75d 76¢ 76d 77c 77d 78c 78d 79c 79d 80c 8od
3| 8lc 81d 82¢c 82d 83c 83d 84c 84d 85¢c 85d 86¢C
4 | 86d 87c 88c 88d 89c 89d 90c 90d 91c 91d 92c
51]92d 93c 93d 94c 94c 95¢c 96¢c 97c 97d 98¢ 98d
6 | 99¢c 99d 100c 101c 102c 102d 103c 103d 104c 104d 105¢
7 | 106¢c 106d 107c 107d 108c 108d 109c 109d 110c 111c 112c
8 | 113¢c 114c 115c¢ 116¢ 117¢ 118c 119c 120c 121c 122c 123c
9 [123d 124c 124d 125c 126¢ 126d 127c 127d 128c 129c 130c
10 | 130d 131c 131d 132c 133c 133b 134c 134d 135¢ 136¢ 137c

Cinza (CTL): fragmentos de controle (rim) para orientag&o do inicio do TMA; Verde: CEC “in situ doentes ndo EV; Rosa:
CEC grau 1 doentes néo EV; Laranja claro: CEC grau 2 doentes ndo EV; Azul claro: CEC grau 3 doentes nédo EV; Branco:
CEC “in situ EV; Amarelo: CEC grau 1 EV; Laranja escuro: CEC grau 2 EV; Azul escuro: CEC grau 3 EV
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ANEXO B: Documento de aprovacéo da CAPPesq
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo: PERFIL DE EXPRESSAO DE CLAUDINAS NAS LESOES DE VERRUGA PLANA E
CARCINOMAS CUTANEOS NA EPIDERMODISPLASIA VERRUCIFORME

Pesquisador Responsadvel: Profa. Dra. Mirian Nacagami Sotto Versio: 2

Pesquisador Executante: Lana Luiza da Cruz Silva CAAE: 12318513.5.0000.0062

Co-autores: Prof. Dr. Walmar Roncalli Pereira de Oliveira, Profa. Dra. llana Halpern,
Dra. Mayra Servilha Grion Mattos

Finalidade Académica: Doutorado

Orientador: Profa. Dra. Miriam Nacagami Sotto
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Departamento: DERMATOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 10280
Nimero do Parecer: 622.104

Data da Relatoria: 23/04/2014

Apresentagio do Projeto: Os pesquisadores pretendem, através de técnicas de
imonohistoquimica, avaliar a express3o de claudinas nas verrugas planas da epidermodisplasia
verruciforme, doenca de Bowen ¢ carcinama espinocelular invasivo destes pacientes e
comparar com 0s achados em carcinoma espinecelular de pacientes sem esta condigdo
dermatologica. Projeto retrospectivo com analise de prontudrios e pecas de laboratdrio

Objetivo da Pesquisa: Demaonstrar o perfil de claudinas na progressdo das lesdes cutineas de
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com epidermodisplasia verruciforme
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excluida a Dra Claudia Kwei-Fong Dai Tanabe. O projeto sera submetido ao Programa de
Dermartologia do Curso de Pds-Graduagdo da FMUSP para ingresso da Dra. Lana Luiza da Cruz
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ANEXO C: Quadro 1 — Caracterizagdo das amostras estudadas

Caso Claudinas Grupo Tipo Histologico Local Fotoexposicéo Idade Sexo
(anos)
-1 -2 -3 -4 -5 -7 -11 -3N
01 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Escapular e néo 78 F
02 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Tronco néo 76 M
03 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Mandibula d sim 74 F
04 D D F D NEG D D SIM NEV CEC "in situ" Antebrago sim 60 M
05 D D NEG D NEG D D SIM NEV CEC "in situ” Pre esternal nédo 80 M
06 D D NEG D D D D SIM NEV CEC "in situ" Antebraco sim 70 F
07 D D NEG D NEG D D SIM NEV CEC "in situ" Cervical e sim 63 M
08 D D NEG D F D D SIM NEV CEC "in situ" Fronte sim 66 F
09 D D NEG D D D D SIM NEV CEC "in situ" Face sim 64 M
10 D D NEG D F D D SIM NEV CEC "in situ" Méo sim 69 M
11 D D F D F D D SIM NEV CEC "in situ" Malar D sim 69 M
12 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ” Pre esternal nédo 72 M
13 D D NEG D NEG D D SIM NEV CEC "in situ" Supraclav e nao 78 F
14 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Sobrancelha e sim 83 F
15 D NEG F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Malar d sim 71 F
16 D D NEG D D D D SIM NEV CEC "in situ" Clavicula d néo 56 F
17 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Palpebra sim 73 F
18 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Torax néo 62 M
19 D D F D D D D NAO NEV CEC "in situ" Torax néo 67 M
20 F D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Fronte sim 89 F
21 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Cervical sim 83 M
22 D D NEG D D D D SIM NEV CEC "in situ" Flanco néo 78 M
23 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Face sim 68 M
24 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 1 Temporal sim 92 M
25 F D F NEG D D F NAO NEV CEC grau 1 Parietal sim 72 M
26 D D NEG D D D D SIM NEV CECgraul Esterno néo 79 F
27 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 1 Torax néo 73 M
28 F D F D D D D NAO NEV CEC grau 1 Infrapalpebral sim 77 M
29 D D F D D D D NAO NEV CECgraul Pre auricular sim 87 M
30 D D F D D D D SIM NEV CECgraul Malar e sim 7 F
31 D D NEG D D D F NAO NEV CECgraul Face sim 83 M
32 D D F D D D D SIM NEV CECgraul Orelha sim 85 F
33 D D NEG D D D D SIM NEV CECgraul Esterno néo 70 M
34 D D NEG D D D D SIM NEV CECgraul Helice D sim 78 F
35 D D F D D D D SIM NEV CECgraul Frontoparietal sim 85 M
36 D D F D D D D NAO NEV CECgraul Dorso e néo 52 M
37 F D NEG D F D D NAO NEV CECgraul Esterno néo 64 M
38 F D NEG D D D D NAO NEV CECgraul Face sim 85 M
39 F D NEG D D D D NAO NEV CECgraul Face sim 84 M
40 F D F D F D D SIM NEV CECgraul Malar e sim 68 F
41 D D F D D D D SIM NEV CECgraul Fronte sim 79 F
42 F D F D F D D NAO NEV CECgraul Mandibula sim 84 F
43 F D NEG D D D D NAO NEV CECgraul Nasal sim 71 M
44 F D F D F D D SIM NEV CEC grau 2 Mao sim 82 F
45 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Infra-auricular sim 74 F
46 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Mandibula sim 86 F
47 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Malar sim 46 F
48 F D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Temporal sim 78 F
49 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Nasogeniano sim 88 M
50 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Malar sim 93 F
51 F D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Fronte sim 7 F
52 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Mandibular sim 76 M
53 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Antebraco sim 69 F
54 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Antebraco sim 80 F
55 F D NEG D D D D NAO NEV CEC grau 2 Torax néo 83 F
56 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Malar sim 81 F
57 D D F D F D D SIM NEV CEC grau 2 Retroauricular sim 87 M
continua
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Continuagdo: Quadro 1 — Dados clinicos das amostras analisadas

58 F D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Malar sim 69

59 F D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 2 Frontal sim 87 M
60 F D F D D D D NAO NEV CEC grau 2 Malar sim 64

61 F D F D F D D SIM NEV CEC grau 2 Cervical sim 73 M
62 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 2 Helice sim 84 M
63 F D F D F D D SIM NEV CEC grau 2 Temporal sim 86 M
64 F D NEG D NEG D D SIM NEV CECgrau 3 Malar sim 86 M
65 F D NEG D F D D SIM NEV CEC grau 3 Temporal sim 84 M
66 D D NEG D D D D SIM NEV CECgrau 3 Malar sim 79 F
67 F D NEG D D D D SIM NEV CECgrau 3 Malar sim 96 M
68 D D F D D D D SIM NEV CECgrau 3 Malar sim 70 F
69 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Temporal SIM 85 M
70 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Antebraco sim 79

71 F D F D D D D SIM NEV CEC grau 3 Antebrago sim 81 M
72 D D NEG D D D D SIM NEV CECgrau 3 Cervical sim 68 M
73 D D F D D D D SIM NEV CEC grau 3 Antebraco sim 50 M
74 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Esterno néo 85 M
75 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Esterno néo 91 M
76 D D NEG D D D D NAO NEV CEC grau 3 Antebraco sim 49 M
77 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Palpebra sim 80 F
78 F D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Malar sim 7 F
79 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Antebraco sim 79 M
80 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Antebraco sim 58 F
81 D D NEG D D D D NAO NEV CEC grau 3 Clavicular néo 66 M
82 D D NEG D D D D SIM NEV CEC grau 3 Esternal néo 69 F
83 D D NEG D D D D SIM NEV CECgrau 3 Cervical sim 82 M
84 F D F D D D D SIM EV CEC "in situ” Pre auricular d nao 53 M
85 F D F D D D D SIM EV CEC "in situ" Dorso néo 54 M
86 F D NEG D D D D SIM EV CEC "in situ" Dorso néo 54 M
87 D D F D D D D SIM EV CEC "in situ" Escapula NAO 54 M
88 D F NEG D D D D SIM EV CEC "in situ" Panturrilha e néo 35 F
89 F D NEG D D D D SIM EV CEC "in situ" Preauricular SIM 60 M
90 D D NEG D D D D SIM EV CEC "in situ" Cervical d sim 61 M
91 D D F D D D D SIM EV CEC "in situ" Pre tibial d nao 46 F
92 D D NEG D D D D SIM EV CECgraul Esterno néo 69 M
93 F D F D D D D SIM EV CECgraul Frontal sim 70 M
94 F D NEG D D D D SIM EV CECgraul Frontal sim 47 M
95 D D NEG D D D D SIM EV CECgraul Escapular nao 29 M
96 F D NEG D D D D NAO EV CECgraul Frontal sim 41 M
97 D D F D D D D NAO EV CEC grau 1 Supraclav NAO 60 M
98 D F F D D D D SIM EV CEC grau 1 Supraclav nao 60 M
99 D D F D D D D SIM EV CECgraul Fronte SIM 49 F
100 D D NEG D D D D SIM EV CEC grau 2 Frontal sim 70 M
101 F D NEG D D D D NAO EV CEC grau 2 Temporal sim 46 M
102 D D D D D D D SIM EV CEC grau 2 Fronte sim 55 F
103 D D D D D D D SIM EV CEC grau 2 Supraciliar sim 42 M
104 D D NEG D D D D SIM EV CEC grau 2 Retroauricula sim 29 M
105 D D F D D D D SIM EV CEC grau 2 Parietal SIM 46 M
106 D D F D D D D NAO EV CEC grau 2 Fronte sim 46 M
107 D D F D D D D NAO EV CEC grau 2 Fronte sim 46 M
108 F D F D D D D NAO EV CEC grau 2 Lombar nao 67 M
109 NA NA NA NA NA NA NA NA EV CEC grau 2 Temporal sim 30 M
110 F D F D D D D SIM EV CEC grau 2 Fronte sim 64 M
111 D D NEG D D D D SIM EV CEC grau 2 Mandibula sim 64 M
112 D D F D D D D SIM EV CEC grau 2 Pre auricular sim 64 M
113 D D NEG D D D D NAO EV CEC grau 2 Fronte sim 50 F
114 D D F D D D D NAO EV CEC grau 2 Escapular nao 32 F
115 D NEG D F D D NAO EV CEC grau 2 Torax néo 28

116 D D F D D D D NAO EV CEC grau 2 Antebraco SIM 59 F
117 F D NEG D D D D SIM EV CECgrau 3 Frontoparietal sim 46 M

continua
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Continuagdo: Quadro 1 — Dados clinicos das amostras analisadas

118 D F NEG D F F F SIM EV CECgrau 3 Dorso nao 62 M
119 D D NEG D F D F NAO EV CECgrau 3 Dorso néo 62 M
120 F D NEG D D D D SIM EV CEC grau 3 Dorso néo 28 M
121 D D NEG D F D D SIM EV CECgrau 3 Dorso nao 62 M
122 D D NEG D D D D SIM EV CEC grau 3 Cervical sim 62 M
123 D D D D D D D SIM EV CEC grau 3 Cervical sim 62 M
124 D D F D D D D SIM EV CECgrau 3 Retroauricula sim 62 M
125 D D F D D D D SIM EV CECgrau 3 Esterno nao 62 M
126 D D F D D D D SIM EV CECgrau 3 Esterno néo 62 M
127 D D NEG D D D D NAO EV CEC grau 3 Antebrago sim 33 F
128 F D NEG D D D D NAO EV CECgrau 3 Dorso nao 34 M
129 D D F D D D D SIM EV CEC grau 3 Antebraco sim 30 F
130 NA NA NA NA NA NA NA NAO EV CECgrau 3 Escapular néo 30 F
131 D NA F D D D D SIM EV CEC "in situ" Fronte SIM 35 M
132 D NA F D D D D SIM EV CEC "in situ" Dorso SIM 23 M
133 D NA F D D D D SIM EV CEC "in situ" Temporal SIM 33 M
134 NA NA NA NA NA NA NA NA EV CEC "in situ" Supraclav NAO 35 F
135 D NA NA D D D NA NA EV CEC "in situ" Esterno NAO 26 M
136 D NA NA NA NA NA NA NA EV CEC "in situ” Temporal sim 40 F
137 F NA NEG D NEG D D SIM EV CEC "in situ" Parietal sim 40 F
138 NA NA D NA NA NA NA NAO EV CEC "in situ" Clavicular sim 24 M
139 D NA F NA D D D SIM NEV CEC "in situ" Escapular e néo 78 F
140 D D D D D D D SIM EV CEC "in situ" Cervical SIM 43 M
141 D D D D D D D SIM EV CEC "in situ" Preauricular SIM 46 M
142 D D F D D D D SIM EV CEC "in situ" Palpebra SIM 39 F
143 F D F F NEG D F SIM EV CEC "in situ" Torax NAO 22 F
144 D D F D F D D SIM EV CEC "in situ" Mao SIM 42 M
145 D D F D F D F SIM EV CEC "in situ" Fronte SIM 55 F
146 D D D D F D D NA NEV Pele normal Tronco nao 76 M
147 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Cervical e sim 63 M
148 NA NA D NA NA NA NA NAO NEV Pele normal Fronte sim 66 F
149 NA NA D NA NA NA NA NAO NEV Pele normal Sobrancelha e sim 83 F
150 NA D NA D NA NA D NA NEV Pele normal Torax néo 67 M
151 D D D D F D D SIM NEV Pele normal Fronte sim 89 F
152 NA D D D NA NA D SIM NEV Pele normal Flanco néo 78 M
153 D D D D F D D SIM EV Pele normal Escapular néo 29 M
154 D D D D F D F NAO EV Pele normal Frontal sim 41 M
155 D D F NA NEG D D SIM NEV CEC "in situ" Escapular NAO 78 F
156 D D F NA F D F SIM NEV CEC "in situ" Mandibula SIM 74 F
157 D F F NA NEG D D SIM NEV CEC "in situ" Brago SIM 60 M
158 D D NEG D F D D NAO NEV CEC "in situ" Esterno NAO 79 M
159 D D F D D D D SIM NEV CEC "in situ" Mse SIM 69 F
160 D D F D F D D SIM NEV CEC "in situ" Malar SIM 68 M
161 F D F D D D D SIM EV CECgraul Temporal SIM 26 M
162 D D F D D D D SIM EV CECgraul Nasal SIM 26 M
163 D D F D D D D SIM EV CECgraul Temporal SIM 26 M
164 NA D NEG D F F NEG NAO EV CECgraul Occipital SIM 46 M
165 D D D D D D D NAO EV Pele normal Torax NAO 47 F
166 D D D D D D D NAO EV Pele normal Frontal sim 70 M
167 F D F D F D F SIM EV CECgraul Face sim 47 M
168 D D F D D D D NAO EV CECgraul Face sim 47 M
169 F D F D D D D NAO EV CECgraul Fronte sim 55 F
170 F D F D F D D SIM EV CECgrau 1l Retroauricular sim 46 M
171 D D F D D D D SIM EV CEC grau 2 Temporal SIM 26 M
172 D D D D D D D NAO EV verruga plana Abdome NAO 34 M
173 D D D D D D D NAO EV Pele normal Supraclav NAO 60 M
174 NA NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Esterno néo 79 F
175 F D D D D D D NAO NEV Pele normal Torax néo 73 M
176 D D D D NEG D D NAO NEV Pele normal Esterno néo 64 M
177 NA NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Mandibula sim 84 F
continua
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Continuagdo: Quadro 1 — Dados clinicos das amostras analisadas

178 D D D D D D NA NAO EV Pele normal Fronte SIM 46 M
179 D D F F F D D SIM EV Pele normal Torax nédo 28 F
180 D D D D NA D D NAO EV Pele normal Temporal sim 31 M
181 D D D D NA D D NAO NEV Pele normal Mao sim 82 F
182 F D F F F D F SIM EV CECgraul Fronte sim 60 M
183 F D D D D NA D SIM EV CECgrau 3 Dorso néo 30 M
184 F D NEG D D D F SIM EV CEC grau 2 Fronte sim 50 F
185 D D D NA F D D NAO NEV Pele normal Infra-auricular sim 74 F
186 D D D NA F D D NAO NEV Pele normal Mandibular sim 76 M
187 D D D NA F D D NAO NEV Pele normal Ulnar sim 69 F
188 D D D NA F D D NAO NEV Pele normal Antebraco sim 80 F
189 D D D NA F D D NAO NEV Pele normal Malar sim 81 F
190 D D D NA F NA D NAO NEV Pele normal Helice sim 84 M
191 D D D NA F D D NAO EV Pele normal Dorso néo 62 M
192 D D D NA NEG D D NAO EV Pele normal Dorso néo 62 M
193 D D F NA F D D NAO EV Pele normal Dorso nédo 28 M
194 D D F D F D D NAO EV Pele normal Dorso néo 62 M
195 D D D D D D D NAO EV Pele normal Cervical sim 62 M
196 D D D NA D D D NAO EV Pele normal Antebraco sim 33

197 D D F D D D D NAO EV Pele normal Dorso nao 34 M
198 D NA D NA NA NA NA NA EV Pele normal Escapular néo 30 F
199 D D D D F D D NAO EV Pele normal Cervical sim 62 M
200 D D D D D NEG D NAO NEV Pele normal Malar sim 79 F
201 D D F D F D D NAO NEV Pele normal Malar sim 70 F
202 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Cervical sim 68 M
203 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Antebraco sim 50 M
204 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Esterno nao 85 M
205 D D F F F D D NAO NEV Pele normal Esterno néo 91 M
206 NA NA NA NA NA D NA NA NEV Pele normal Antebraco sim 49 M
207 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Palpebra sim 80 F
208 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Malar sim ks F
209 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Clavicular néo 66 M
210 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Esterno néo 69 F
211 D D F F F D D NAO NEV verruga plana Dorso do pé nao 54 F
212 D D F D F D D NAO NEV verruga plana Helice sim 86 M
213 D D D D D D D NAO NEV verruga plana Malar e sim 81 F
214 D D D F F D D NAO EV verruga plana Brago sim 32 F
215 D D F D D D D SIM EV verruga plana Dorso nao 26 F
216 D D F D D D D SIM EV verruga plana Antebraco sim 60 M
217 D D D D D D D SIM EV verruga plana Temporal sim 45 M
218 D D F D D D D SIM EV verruga plana Punho sim 41 F
219 D D F D D D D SIM EV verruga plana Ni NA NA F
220 D D D D D D F NAO EV verruga plana Dorso da méo sim 37 F
221 D D D D D D NA NAO EV verruga plana Tronco néo 19 M
222 D D D D D D D NAO EV verruga plana Dorso nao 31 F
223 D D F D D D D NAO EV verruga plana Dorso néo 21 M
224 D D F D D D D NAO EV verruga plana Dorso nao 30 M
225 D D F D D D D NAO EV verruga plana Dorso nao 54 M
226 NA D D D D D D NA EV verruga plana Mao sim 44 F
227 D F F D F D D NAO NEV verruga plana Braco d sim 32 F
228 D F F D F D D NAO NEV verruga plana Antebrago e sim 42 F
229 D D D D F D D NAO NEV verruga plana Dorso nao 9 F
230 D D D D F D D NAO NEV verruga plana Antebrago e sim 56 F
231 NA NA NA D NA NA NA NA EV Pele normal Pre tibial néo 46 F
232 NA D F D F D D NAO EV Pele normal Cervical sim 61 M
233 D D F NA F D D NAO EV Pele normal Panturrilha néo 35 F
234 D D D NA F D D NAO EV Pele normal Dorso néo 54 M
235 NA NA NA D NA D D NA EV Pele normal Pre auricular d néo 53

236 D D NA D NA D F NA EV Pele normal Esterno néo 69 M
237 NA NA NA D NA NA NA NA EV Pele normal Frontal SIM 47 M

continua
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Continuagdo: Quadro 1 — Dados clinicos das amostras analisadas

238 NA NA NA D NA D D NA EV Pele normal Frontal sim 70

239 D D D NA F D D NAO EV Pele normal Temporal sim 46 M
240 NA NA D D NA NA NA NA EV Pele normal Fronte sim 55

241 D D D D F NA NA NAO EV Pele normal Supraciliar sim 42 M
242 D D D NA F D D NAO EV Pele normal Retroauricular sim 29 M
243 NA NA NA NA NA NA NA NA EV Pele normal Fronte sim 50 F
244 D NA D NA NA NA NA NAO EV Pele normal Fronte sim 46 M
245 D NA D NA NA NA NA NAO EV Pele normal Lombar néo 67 M
246 NA D NA D NA NA NA NA NEV Pele normal Cervical sim 83 M
247 NA NA NA NA NEG NA D NA NEV Pele normal Antebrago sim 60 M
248 D D D NA NEG D NA NA NEV Pele normal Torax néo 62 M
249 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Mandibula d sim 74 F
250 D D D D NEG D NA NAO NEV Pele normal Pre esternal nédo 80 M
251 D D D D NEG D F NAO NEV Pele normal Antebrago sim 70 F
252 D D D D D D NA NAO NEV Pele normal Face sim 68 M
253 D D D F F D D NAO NEV Pele normal Dorso da méo sim 69 M
254 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Pre esternal néo 72 M
255 NA NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Supraclav e néo 78 F
256 D D F D F D D NAO NEV Pele normal Malar d sim 71 F
257 D D D D F D D NAO NEV Pele normal CLAVICUAR d néo 56 F
258 D D D F F F D SIM NEV Pele normal Palpebra sim 73 F
259 NA NA NA NA D D NA NA NEV Pele normal Temporal sim 92 M
260 D D D D D D NA NAO NEV Pele normal Parietal sim 72 M
261 D D D F F D F NAO NEV Pele normal Pre auricular sim 87 M
162 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Malar e sim ks F
263 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Orelha sim 85 F
264 D D D D F D F NAO NEV Pele normal Esterno nao 70 M
265 NA NA NA NA NA NA D NA NEV Pele normal Frontoparietal sim 85 M
266 NA NA NA NA NA NA D NA NEV Pele normal Dorso e néo 52 M
267 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Face sim 85 M
268 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Face sim 84 M
269 D NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Malar e sim 68 F
270 D NA D F F D F NA NEV Pele normal Fronte sim 79 F
271 D D D D F D D SIM NEV Pele normal Nasal sim 71 M
272 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Mandibula sim 86 F
273 NA NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Malar sim 46 F
274 D D F D F NA D NAO NEV Pele normal Temporal sim 78 F
275 D D D F F D F NAO NEV Pele normal Nasogeniano sim 88 M
276 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Malar sim 93 F
277 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Fronte sim 7 F
278 D D D D F D D NA NEV Pele normal Torax néo 83 F
279 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Retroauricular sim 87 M
280 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Face sim 64 M
281 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Malar sim 69 M
282 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Frontal sim 87 M
283 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Malar sim 64 F
284 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Cervical sim 73 M
285 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Temporal sim 86 M
286 D D D D D D D NAO NEV Pele normal Malar sim 86 M
287 D D D D F D D NA NEV Pele normal Temporal sim 84 M
288 NA NA NA NA NA NA NA NA NEV Pele normal Malar sim 96 M
289 D D D D F NA D NAO NEV Pele normal Antebraco sim 79 F
290 NA D NA D NA NA D NA NEV Pele normal Antebraco sim 81 M
291 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Antebraco sim 79 M
292 D D D D F D D NAO NEV Pele normal Antebraco sim 58 F
293 D D F D NEG D F NAO EV verruga plana Dorso nao 8 F
294 D D F D NEG D D SIM EV verruga plana Antebrago sim 8 F
295 D F D D NEG F D SIM EV verruga plana Joelho sim 20 F
296 D F F D NEG D D NAO NEV verruga plana Dorso néo 63 M
297 D F D D NEG D D NAO NEV verruga plana Dorso nao 48 M

continua
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Continuagdo: Quadro 1 — Dados clinicos das amostras analisadas
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*3N:marcagédo nuclear da claudina-3; D: difuso; F: focal; NEG: negativo; NA: ndo avaliavel; EV: epidermodisplasia verruciforme; NEV: ndo epidermodisiplasia
verruciforme; M: masculino; F: feminino; CEC: carcinoma espinocelular
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