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Estudo da relacao entre a imunoexpressao das proteinas s oo T
Aceito para publicagdo em 26/07/07

caderina-E e DCC com o grau de diferenciacao celular e o Pt cn 21007
estadiamento TNM do adenocarcinoma colorretal

Study of the expression of E-cadherin and DCC proteins with cell differentiation degree and staging in
colorectal adenocarcinoma

Marcos Vinicius Aratjo Denadai'; Sandra Regina M. da Silva'; Angela F.L. Waitzberg?
Ricardo Artigiani’; Sarhan Sydney Saad*; Delcio Matos®

T resumo

Caderina-E Objetivo: Avaliar a relacdo de duas proteinas que participam do mecanismo de adesdo celular com o
grau de diferenciacdo celular e os estadiamentos TNM (T: tumor, N: linfonodo, M: metéstase) | e IV no

bee cancer de célon e reto. Métodos: Foram estudados cem pacientes (54 homens e 46 mulheres) tratados
Neoplasias do célon por adenocarcinoma colorretal, estadios | (44) e IV (56). Os cortes histolégicos do tecido tumoral foram

examinados por técnica de imuno-histoquimica em relacdo a imunoexpresséo das proteinas caderina-E
Colon e delect in colon cancer (DCC), sendo classificados como positivos quando se detectou a imunoexpressao
Reto dessas proteinas em 50% ou mais das células tumorais. Resultados: Para o TNM, imunoexpressao da

caderina-E estadio |: positiva em 72,7 % e negativa em 35,7% ; estadio IV: positiva em 64,3% e negativa
em 35,7%. Proteina DCC: 43,2% positiva e 56,8% negativa no estadio |, e 50% positiva e 50% negativa
no estadio IV. Em relacdo ao grau de diferenciacéo celular, imunoexpressao da caderina-E — GI: positiva em
70% e negativa em 30%; GlI: positiva em 68,4% e 31,6% negativa; Gll: 63,6% positiva e 36,4% negativa.
Imunoexpressao da DCC - Gl: 40% positiva e 60% negativa; Gll: 46,8% positiva e 53,2% negativa; GllI:
54,5% positiva e 45,5% negativa. Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Conclusdo: Os resultados
dessa pesquisa permitem concluir que ndo ha relacdo da imunoexpresséao das proteinas caderina-E e DCC
com o estadiamento TNM (I e IV) e o grau de diferenciacdo celular no carcinoma colorretal.

abstract P

Objective: Evaluate the relationship of two proteins, which take part in the same mechanism of cell adhesion, | E-cadherin
with the cell differentiation degree and TNM staging | and IV in colorectal cancer. Methods: One-hundred
patients (54 men and 46 women), who have received treatment for colorectal cancer, stages | (44) and
IV (56), have been studied. Histological cuts of tumor tissue were examined by the immunohistochemical | golon neaplasia
technique as to the expression of E-cadherin and delect in colon cancer (DCC) proteins, being classified as
positive whenever it was detected immunoexpression of such proteins in 50% or more tumor cells. Results: For | Colon
TNM, E-cadherin immunoexpression for stage I: positive in 72.7% and negative in 35.7%; stage IV: positive
in 64.3% and negative in 35.7%. For DCC protein: 43.2% positive and 56.8% negative in stage I, and 50%
positive and 50% negative in stage IV. Regarding the cell differentiation degree, the immunoexpression of
E-cadherin - GI: positive in 70% and negative in 30%; GlI: positive in 68.4% and negative in 31.6%; GllI:
positive in 63.6% and negative in 36.4%. The immunoexpression of DCC — GI: 40% positive and 60%
negative; Gll: 46.8% positive and 53.2% negative; Glll: 54.5% positive and 45.5% negative. There was no
significant difference among groups. Conclusion: The results of this research make it possible to come to the
conclusion that there is no relationship between the immunoexpression of E-cadherin and DCC proteins with
TNM staging (I and 1V) and cell differentiation degree in colorectal cancer.
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Introducao

O carcinoma colorretal representa um problema de
salde publica mundial. O nimero de novos casos de
cancer colorretal estimado para o Brasil em 2006 foi de
11.390 em homens e 13.970 em mulheres.

Pacientes portadores de carcinoma colorretal em es-
tadios iniciais apresentam bom prognéstico, porém, nos
estadios avancados da doenca, ha uma notavel redugéo
da sobrevida (20% em cinco anos)@®. Entretanto, alguns
pacientes com doenca localizada morrem por recidiva
tumoral mesmo recebendo o tratamento adequado®V.

Diante desses fatos, trabalhos na literatura foram
elaborados na tentativa de tracar um perfil progndstico
para o carcinoma colorretal, levando em conta n&o s6 as
informacdes do exame anatomopatoldgico e de estadia-
mento, mas também o conhecimento das estruturas que
participam das funcdes basicas da célula, como o processo
de adesdo celular e a capacidade de angiogénese, envol-
vidos também na carcinogénese('% 2028,

Foi observado que a delecdo alélica do brago longo
do cromossomo 18q era uma alteracdo genética comum
no carcinoma colorretal®, Posteriormente, constatou-se
que o gene localizado nessa regido deletada era supressor
de tumor, o qual foi chamado de deleted in colon cancer
(DCC). Sua funcdo esté relacionada com a codificacdo de
uma proteina transmembrana com o segmento extracelu-
lar contendo dominios semelhantes a imunoglobulina® ).
Deduziu-se, entéo, que a proteina DCC desempenha uma
funcdo essencial na modulacdo da adesdo célula-célula,
participando do processo de crescimento e diferenciacdo
celular da mucosa colonica normal®.

Fearon et al., em 1990, concluiram que o gene DCC
estava presente no tecido normal, incluindo a mucosa
coldnica, porém sua imunoexpressdo estava reduzida ou
ausente na maioria dos carcinomas colorretais avaliados
nesse estudo®.

A reducdo da imunoexpressao do gene DCC foi ob-
servada também em outros tumores malignos, como no
adenocarcinoma prostatico®.

A perda do alelo do cromossomo 18q foi evidenciada
em 70% dos casos de carcinoma colorretal, sendo 20%
nos tumores estadio | e apenas 2% nos adenomas espo-
radicos, sugerindo também a participacéo desse gene nos
processos finais da carcinogénese@”.

Kubo et al. revelaram que individuos jovens com cancer
colorretal e pacientes com tumores bem diferenciados,
apresentando alteracdes no gene DCC (perda do heterozi-

goto), tinham maior incidéncia de linfonodos acometidos
pela doenca e metastases a distancia®.

A proteina caderina-E, outro foco deste estudo, também
desempenha importante papel no mecanismo de adesao
celular. Atua mediando as interacées célula-célula e célula-
matriz extracelular, mantendo, dessa forma, a integridade
do tecido epitelial. Pertencente a uma familia de glicopro-
teinas transmembrana, € calcio-dependente e esté presente
sobre a superficie das células®?.

Evidéncias indicam que a perda da funcéo da caderina-E
esta relacionada com o processo de diferenciacéo e metds-
tases no carcinoma de mama e de esdfago® 29,

A perda da imunoexpressdo da caderina-E e das cate-
ninas foi associada com mecanismo de invasdo tumoral e
metastases a distancia, sugerindo um potencial fator prog-
nostico no carcinoma colorretal em trabalhos de Ghadimi
et al.” e Gofuku et al.®,

Por outro lado, Kitadai et al.’ néo evidenciaram relagéo
estatistica da perda da imunoexpressdo da caderina-E com
metastases hepaticas no carcinoma colorretal, e Leme et
al.®» nao relacionaram a imunoexpressdo da proteina ca-
derina-E com o estadiamento TNM (T: tumor, N: linfonodo,
M: metéstase) e o progndstico.

A diversidade de resultados — até controversos — em
literatura especifica motivou esta investigacdo no sentido
de procurar estabelecer a relacdo entre a imunoexpressao
das proteinas caderina-E e DCC, consideradas vias distintas
participantes do processo de adesao celular, com variaveis
histopatoldgicas nos carcinomas colorretais localizado
(estédio I) e avancado (estadio IV).

Objetivo da pesquisa

Verificar a associacdo entre a imunoexpressao das pro-
teinas caderina-E e DCC e o grau de diferenciacéo celular e
o estadiamento TNM (estadios | e IV) do adenocarcinoma
colorretal.

Material e métodos

Este estudo de natureza retrospectiva foi desenvolvido
nos departamentos de Cirurgia Oncoldgica e Anatomia
Patoldgica do Hospital do Cancer de Barretos — Fundagao
Pio XII. As amostras bioldgicas foram coletadas do arqui-
vo do Laboratério de Patologia da Fundacdo Pio XII e os
dados clinicos, coletados no Servigo de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME).
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O protocolo de pesquisa foi enviado e aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Fundac@o Pio XII de Barretos
e pela comissdo de ética em pesquisa da Universidade Fede-
ral de Sao Paulo (UNIFESP), sem restricdes, sob o nimero
0333/04, em 18-6-2004.

A amostra foi constituida de cem pacientes portadores
de carcinoma colorretal tratados no Hospital de Cancer de
Barretos — Fundacdo Pio XlI, no periodo de 1993 a 2004,
divididos em dois grupos de estadiamento segundo as nor-
mas do TNM®: 44 pacientes estadio | (pT1 ou pT2 NO MO)
e 56 pacientes estadio IV (qualquer T, qualquer N, M1).

Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes admitidos no hospital para
tratamento pertencentes apenas aos estadios | e IV, clas-
sificados de acordo com o sistema TNM, que possuiam,
arquivados no departamento de Patologia, prontudrio mé-
dico e blocos de parafina representando o tumor primario
ou a lesdo metastética.

Para definir o diagndstico e o estadiamento foram uti-
lizados: biépsia do tumor colorretal, exames de imagem
(raios X [RX], tomografia computadorizada [TC] e ultra-
sonografia [US]), bidpsia da leséo metastatica, achado intra-
operatério e laudo do exame anatomopatoldgico. No grupo
considerado estadio I, seis pacientes dos casos selecionados
receberam tratamento pré-operatério com radioterapia e
quimioterapia e dois apenas radioterapia neo-adjuvante,
num total de oito (18%) pacientes em 44 casos.

Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusao: indisponibili-
dade de dados clinicos e/ou anatomopatoldgicos, estadia-
mentos TNM Il e lll, pacientes portadores de polipose fami-
liar, outros tipos histolégicos e tumores metacronicos.
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Caracteristicas da amostra

Em relacéo ao sexo dos pacientes, ficou assim distribui-
do: 18 (41%) do feminino e 26 (59%) do masculino no
grupo estadio I; e 28 (50%) do feminino e 28 (50%) do
masculino no estéadio IV. O tipo histolégico predominante
foi 0 adenocarcinoma classico tubular.

Quanto ao grau de diferenciacdo celular para o estadio I:
nove tumores (20,4%) grau |; 33 (75%) grau Il e dois (4,5%)
grau lll. Nos pacientes em estadio IV, um (1,8%) tumor foi
classificado como grau I; 46 (82,1%) eram grau Il e nove
(16%) grau lll.

Uma sintese dos resultados das varidveis esta disposta
na Tabela 1.

Técnica imuno-histoquimica e avaliacdo dos
resultados

Para avaliacdo da imunoexpressdo das proteinas DCC
e caderina-E pelo método de imuno-histoquimica foram
usados anticorpos primarios monoclonais: a) DCC No-
vocastra NCL-DCC, clone D M 51, diluicdo de 1/200; b)
E-cadherin Novocastra NCL E-cad, clone 3 6 B 5, diluicdo
de 1/100.

Os blocos de parafina foram recortados em micrétomo
rotativo, obtendo-se cortes histol6gicos de 2 a 3 micras de
espessura e depositados em laminas previamente tratadas
com silano (3-aminopropyl-triethoxilane, SIGMA A-3648,
USA) com a reacdo utilizando o complexo avidina-bioti-
na-peroxidase (ABC)/estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC), Kit Universal Super ABC - Erviegal.

A avaliacdo das proteinas foi realizada por leitura das
laminas histol6gicas em microscépio 6tico (40x lente ob-
jetiva) por trés médicos patologistas que desconheciam o
estadiamento do material.

Distribuicao dos pacientes quanto a sexo, média das idades e grau de diferenciagao celular,

Tabela 1 EHIGESELER
Estadiamento

Sexo Masculino
Feminino
Média das idades (anos)
grau |
Grau de diferenciacao celular grau ll
grau Il

TNM | TNM IV
n=44 n=>56
26 (59%) 28 (50%)
18 (41%) 28 (50%)
61 35
9 (20,4%) 1(1,8%)
33 (75%) 46 (82,1%)
2 (4,5%) 9(16%)

TNM: T: tumor, N: linfonodo, M: metdstase.
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O critério adotado foi o seguinte: foram considerados
positivos os achados quando se detectou a presenca da pro-
teina caderina-E na membrana celular em 50% ou mais das
células tumorais; e negativos quando se verificou auséncia
da proteina, localizacdo no citoplasma, menos de 50% de
células com imunoexpressdo caderina-E.

Para a proteina DCC foi adotado o mesmo método: 50%
ou mais de imunoexpressdo da proteina foi considerado
positivo e menor que 50%, negativo. Os resultados foram
obtidos em consenso entre os patologistas, aplicando-se o
método quantitativo.

As Figuras 1 a 4 representam a imunoexpressao dessas
proteinas pelo método imuno-histoquimico.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico
com a finalidade de determinar se existe correlacdao entre
a imunoexpressao das proteinas caderina-E e DCC com o
estadiamento e com o grau de diferenciacdo tumoral no
carcinoma colorretal.

O teste de qui-quadrado de Pearson foi empregado
para a comparacao dos dados coletados com os resultados

Ao L™ oo A%
Figura 1 - Fotomicrografia do carcinoma colorretal com imunoexpressdo positiva na
membrana celular da proteina caderina-E (400x)

DCC classificada como positiva (400x)

obtidos da imunoexpresséo das proteinas DCC e caderina-E,
adotando como nivel de significancia p < 0,05.

Resultados

Imunoexpressiao das proteinas caderina-E e
DCC no estadiamento TNM

Em relacdo a caderina-E para o estadiamento I: imuno-
expressao positiva em 32/44 (72,7%) pacientes e imuno-
expressdo negativa em 12/44 (27,2%). Para o estadio IV:
imunoexpressao positiva em 36/56 (64,2%) pacientes e
negativa em 20/56 (35,7%). Ndo houve diferenca signifi-
cativa entre os grupos (p = 0,37).

Em relacdo a proteina DCC, verificaram-se 19/44
(43,1%) pacientes com imunoexpressdao positiva e 25/44
(56,8%) com negativa para o estadio I. Para o estadio IV:
28/56 (50%) pacientes com imunoexpressao positiva e
28/56 (50%) com negativa, ndo havendo diferenca signi-
ficativa (p = 0,5).

g b . “o - .
Figura 2 - fotomicrografia do carcinoma colorretal com imunoexpress@o negativa
da proteina caderina-E (400x)

Figura 4 - fotomicrografia do carcinoma colorretal com imunoexpressdo da proteina
DCC classificada como negativa (400x)
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Imunoexpressio das proteinas caderina-E e
DCC e grau de diferenciacao celular

Para os tumores grau |, imunoexpressdo da caderina-E
positiva em 7/10 (70%) casos e negativa em 3/10 (30%).
Nos de grau Il, os achados positivos totalizaram 54/79
(68,3%) casos e 25/79 (31,6%) negativos; e nos tumores
grau lll, 7/11 (63,6%) casos com imunoexpressao positiva
e 4/11 (36,3 %) com negativa. Nao houve diferenca signi-
ficativa observada entre os grupos (p = 0,94).

Em relacdo a proteina DCC, os dados encontrados
foram: imunoexpressao positivaem 4/10 (40%) casos e ne-
gativa em 6/10 (60%) casos para os tumores grau |; imuno-
expressao positiva em 37/79 (46,8%) casos e negativa em
42/79 (53,1%) casos de tumores grau Il; e para os tumores
grau lll, imunoexpressao positiva em 6/11 (54,5%) casos e
negativa em 5/11 (45,4%) casos de carcinoma colorretal.
Nao houve diferenca significativa (p = 0,8).

Imunoexpressio das proteinas caderina-E e
DCC no total de casos estudados

Analisando os resultados das variaveis (DCC e caderi-
na-E) no total de pacientes estudados (n = 100), verifica-
ram-se 68% de imunoexpressdo positiva para a proteina
caderina-E e 32% de imunoexpressdo negativa. Houve
diferenca significativa (p < 0,001) entre esses dados. Para
a proteina DCC, os resultados foram os seguintes: 47%
de imunoexpressdo positiva e 53% de negativa. Néo
houve diferenca significativa (p = 0,56) nessa assimetria
de dados.

Os resultados das variaveis estudadas nos pacientes sele-
cionados para esse trabalho estdo dispostos na Tabela 2.

Patol Med Lab ¢ v. 43 # n. 5 ¢ p. 339-345 « outubro 2007

Discussao

Aidentificacdo da caderina-E pelo método imuno-histo-
quimico foi realizada pela detec¢do da coloragdo marrom
localizada na membrana celular.

Na literatura hé variacéo dos critérios que determinam
a positividade da imunoexpressdo da caderina-E. Alguns
consideram positiva a imunoexpressdao da caderina-E
quando 90% das células tumorais encontram-se coradas
pelo método, enquanto que, para outros, o critério de
positividade situa-se entre 25% e 50% das células cora-
das(12, 17).

No total dos cem pacientes estudados, o resultado
encontrado foi de 32% de imunoexpresséo negativa para
a proteina caderina-E e 68% de imunoexpressdo normal,
estando esse valor dentro dos parametros detectados
pelos trabalhos da literatura®® e com diferenca estatistica
significativa (p < 0,00T1).

Do mesmo modo como ocorre com a proteina caderi-
na-E, ndo existe um consenso na literatura sobre o critério
adotado para classificar aimunoexpressdo da proteina DCC
como normal (positiva) ou alterada (negativa), encontran-
do-se resultados discordantes.

Wu et al.®? consideraram o ponto de corte para a
imunoexpressdo positiva em 50% ou mais de células ex-
pressando a proteina DCC, sendo também adotado esse
mesmo parametro de classificacdo neste estudo.

Neste estudo nao se identificou correlacdo entre a imu-
noexpressdo da proteina caderina-E e o estadiamento TNM,
ou seja, a perda da imunoexpressdo nao se relacionou com
0 estadio mais avancado da doenca.

Resumo dos resultados verificados na avaliagao da relacao das proteinas caderina-E e DCC com o

Tabela 2

Proteina Estadiamento
TNM | TNM IV
Caderina-E positiva 32/44 36/56
72,7% 64,2%
Caderina-E negativa 12/44 20/56
27,2% 35,7%
DCC positiva 19/44 28/56
43,1% 50%
DCC negativa 25/44 28/56
56,8% 50%

estadiamento TNM e o grau de diferenciacao celular

Grau de diferenciacao

Grau | Grau Il Grau lll
7/10 54/79 7/11
70% 68,3% 63,6%
3/10 25/79 4/11
30% 31,6% 36,3%
4/10 37179 6/11
40% 46,8% 54,5%
6/10 42/79 5/11
60% 53,1% 45,4%

DCC: delected in colon cancer; TNM: T: tumor, N: linfonodo, M: metdstase.
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Outros trabalhos também revelam resultados seme-
Ihantes, ndo encontrando relacdo da imunoexpressdo da
caderina-E com o estadiamento, como apresentado por
Karatzas et al."”); Hugh et al.19.

Porém, na literatura existem estudos que identificam
correlacdo entre aimunoexpressao da caderina-E e o estadia-
mento TNM, como os de Mohri et al.??, lkeguchi et al." e
Kaihara et al.'®, que relacionaram a perda da imunoexpressao
dessa proteina com os tumores em estadios avancados.

Existem diferencas metodoldgicas entre os trabalhos
citados tanto na leitura dos resultados obtidos pela imuno-
histoquimica, quanto na comparagdo com os estadiamentos
do sistema TNM, ndo havendo, portanto, uma padroniza-
¢édo adotada. Esse fato pode interferir na andlise quando se
comparam o resultados da literatura.

Os trabalhos de Leme et al.?V e Jesus et al.(" sdo
equivalentes quanto a metodologia em relacdo ao TNM,
comparando todos os estadios da doenca com a imunoex-
pressdo da proteina caderina-E e ndo encontrando relacéo
estatistica, o que reforca a hipdtese de que essa proteina
nao participa do processo de progressao tumoral.

No presente estudo também ndo se evidenciou corre-
lacdo entre a imunoexpressdo da proteina DCC e o esta-
diamento TNM para o carcinoma colorretal.

Shibata et al.®, estudando 132 casos de carcinoma
colorretal nos estadio Il e lll, ndo encontraram relagéo entre
a imunoexpressao da proteina DCC e o estadiamento.

Para Aschele et al.®, o estudo de 42 pacientes portado-
res de carcinoma colorretal com doenca metastatica (M1)
revelou 45% de tumores com imunoexpressao positiva e
55% com negativa para DCC (sem relacdo estatistica).

Wau et al.®2, utilizando o método de imuno-histoquimica
para deteccdo da imunoexpressdao da DCC em pacientes
estadios Il e lll, também ndo encontraram relacéo estatistica
entre os dois grupos.

Além da falta de padronizacao para realizar a anélise do
material e a existéncia de diferentes grupos do estadiamen-
to TNM comparados com a imunoexpressdo da proteina
DCC, encontramos resultados semelhantes na literatura,
reforcando a hip6tese de que essa proteina ndo participa
da progressao do adenocarcinoma colorretal.

Em relacdo ao grau de diferenciacdo celular, neste
estudo houve um predominio de tumores grau Il (mo-
deradamente diferenciados): 75% de tumores estadio | e
83,9% de estadio 1V, fato também observado em outros
trabalhos da literatura®?.

No presente estudo ndo foi encontrada correlacdo entre
a imunoexpressao da caderina-E e o grau de diferenciacéo
celular. Esse fato pode estar relacionado com o grande
namero de tumores grau Il encontrado e com o reduzido
ndmero de tumores grau lll nessa amostra, o que pode
acarretar alteracdes na analise estatistica.

Guzinska-Ustymowicz et al.®), estudando a imunoex-
pressao da caderina-E em 34 pacientes com carcinoma co-
lorretal, classificados pelo exame anatomopatolégico como
pT1, por imuno-histoquimica, evidenciaram forte relagéo
entre a perda da imunoexpressdo e o grau histoldgico.

Outros estudos, como os citados a seguir, ndo mostra-
ram relacdo da caderina-E com a diferenciacao celular: llyas
et al.0?, analisando 68 casos de tumor colorretal, ndo en-
contraram relacdo significativa com o grau de diferenciacdo;
Kaihara et al.(® e Jesus et al., analisando 117 pacientes,
ndo identificaram correlacdo entre a proteina caderina-E e
o grau de diferenciacdo celular.

Relacionando a imunoexpressao da proteina DCC com
o grau de diferenciacdo celular dos tumores neste estudo,
ndo se identificou diferenca significativa entre os resulta-
dos obtidos. Esse dado também esta presente em outros
trabalhos na literatura. Shibata et al.®", analisando 132
pacientes, ndo encontraram relacdo entre a DCC e o grau
de diferenciacdo celular. Fato semelhante foi demonstrado
por Wu et al.®?, que, estudando pacientes estadios Il e IlI
com carcinoma colorretal, encontraram mais de 90% de
tumores grau | em 168 casos estudados.

Conclusao

Os resultados desta pesquisa permitem concluir que

ndo hé relacéo entre as expresses das proteinas caderina-
E e DCC, o estadiamento TNM e o grau de diferenciacéo
celular no carcinoma colorretal.
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