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RESUMO

A mensuracdo do conteudo tecidual de proteinas do complexo caderina-catenina pode
melhorar a compreensdo dos mecanismos de proliferacédo e disseminacao relacionados
a fatores prognosticos da doenca com vistas a terapéuticas mais racionais no
tratamento do adenocarcinoma colorretal. OBJETIVO: O objetivo deste estudo é
relacionar o “conteudo” das proteinas de adesao celular, E-Caderina e beta Catenina,
aos fatores prognosticos do adenocarcinoma do coOlon esquerdo. MATERIAL E
METODOS: Foram estudados vinte e nove pacientes com adenocarcinoma de colon
esquerdo. O Estadiamento TNM e Grau histologico foram avaliados utilizando-se
Hematoxilina-Eosina. As proteinas beta Catenina e E-Caderina foram imunocoradas
com anticorpos monoclonais especificos. A expressao tecidual quantitativa (“conteudo”)
das proteinas de adesdo, foi determinada por método de imagem assistida por
computador. Os testes estatisticos adotaram nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS: Ha correlacéo entre o “conteudo” tecidual de beta Catenina e o estadio
TNM (p<0,01). Ha quantidades progressivamente maiores de beta Catenina no tecido
de pacientes com invasdes mais profundas das camadas do célon pelo tumor (p=0,03),
progressivo envolvimento linfonodal (p=0,05), assim como em pacientes com metastase
a distancia (p=0,04). Graus histologicos menos diferenciados estdo relacionados a
menor “contetido” de E-Caderina no tecido tumoral (p=0,01). CONCLUSAO: Ha relacdo
entre o0 “conteudo” das proteinas de adeséo celular, E-Caderina e beta Catenina, e
fatores progndsticos do adenocarcinoma do colon esquerdo.

Palavras chave: Carcinoma colorretal; beta Catenina; E-Caderina; Imunoistoquimica;
processamento de imagem; assistido por computador; Progndstico

! VIII!



ABSTRACT

Objective beta Catenin and E-Caderin tissue content measure, could improve
proliferation and dissemination mechanisms comprehension related to prognostic factors
on colon cancer, aiming to implement more rational treatments for the disease. AIM: To
investigate the relationship between beta Catenin and E-Cadherin tissue quantitative
expression (“content”) to clinical prognostic factors in patients with left colon cancer.
MATERIAL AND METHODS: Twenty-nine patients with left colon adenocarcinoma were
studied. Diagnosis and histological variables related to adenocarcinoma prognosis were
evaluated using hematoxylin-eosin. Beta Catenin and E-Cadherin were analyzed by
immunohistochemistry with specific anti-beta-Catenin and anti-E-Cadherin monoclonal
antibodies. Tissue quantitative expression (“‘content’) was determined by computer
assisted image analysis method. Results were analyzed with statistical tests, adopting a
significance level of 5%. RESULTS: There are correlations between beta Catenin tissue
‘content” and TNM stage (p<0.01). There are progressively greater amounts of beta
Catenin in patients with deeper invasion of the tumor in colon layers (p=0.03),
progressive lymph node involvement (p=0.05), as well as in patients with distant
metastasis (p=0.04). Worse histological grades are related to lower “content” of E-
Cadherin in tumor tissue (p=0.01). CONCLUSION: Adhesion proteins E-Cadherin and
beta Catenin cellular content relates to left colon adenocarcinoma prognoses factors.

Keywords: Colorectal carcinoma; beta Catenin; E-Cadherin; Immunohistochemistry;
Image Processing; Computer-Assisted; Prognosis
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1. INTRODUCAO

Desde 1990 encontra-se bem estabelecido que o surgimento do cancer colorretal
(CCR), a partir da mucosa cdlica normal, € mediado por uma sequéncia de mutacdes
em genes controladores da proliferacdo, diferenciacdo, adesdo e apoptose celulares
(Fearon e Vogelstein, 1990; Hamilton et. al, 2000).

O processo de carcinogénese tem inicio a partir da formacéo de clone de células
mutantes que desenvolvem ganho proliferativo descontrolado, sendo necessario, para
gue a doenca se dissemine, o descolamento da célula neoplasica do tumor primario,
migracdo e, posteriormente, colonizacdo de outros 6rgdos. A intensa capacidade de
divisdo e a perda de adesao celular possibilitam crescimento descontrolado e migracao
tumoral, facilitando a disseminacdo das células cancerosas para 0rgaos e tecidos
(Hanahan e Weinberg, 2000). As células epiteliais normais da mucosa coélica se
encontram intimamente aderidas umas as outras, bem como a lamina basal, por meio
de intrincado sistema de adesédo celular, composto por grande numero de proteinas.
Neste sistema de ades&o celular, o complexo caderina-catenina ocupa lugar de
destaque (Tsanou, 2008).

A E-Caderina atua mediando interac6es célula-célula e célula matriz extracelular,
mantendo, dessa forma, a integridade do tecido epitelial (Fujimori et. al, 2001). A beta
Catenina apresenta importancia capital na manutencdo da integridade tecidual.
Rearranjos genéticos da beta Catenina parecem contribuir na carcinogénese nao
apenas pela alteracdo na adesao celular, mas também por atuar como coativador
transcricional, denotando assim a mdltipla funcionalidade desta proteina (Fujimori et. al,
2001).

Apesar dos avancos na compreensdo dos mecanismos envolvidos na
carcinogénese colorretal, ainda existem duvidas se modificacbes na expressao das
proteinas de adesdo tém algum valor na doenca. Ha duvidas se modificacbes do
padrdo de expressdo de beta Catenina na célula neoplasica possa se tornar estratégia
atil, capaz de predizer a evolugdo do CCR. Alguns estudos tém demonstrado o valor
progndstico da beta Catenina citoplasmatica, enquanto outros sugerem existir valor
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prognostico independente da beta Catenina nuclear (Maruyama et. al, 2000; Ougolkov
et. al, 2002; Miyamoto et. al, 2004; Elzagheid et. al, 2008; Wanitsuwan et. al, 2008).
Outra alteracdo nas moléculas de adesdo que parece estar correlacionada ao
prognostico € a perda de funcdo da E-Caderina. Estudos demonstram relacdo da E-
Caderina com a diferenciacdo, tamanho do tumor, tipo histolégico e metastase, mas os
resultados permanecem inconsistentes (Pignatelli, 1993; Kanazawa et al., 2002; Kojima
et al.,, 2004; Delektorskaya et al., 2005; Elzagheid et al., 2006; Onder et. al, 2008;
Tsanou et. al, 2008).

E possivel que os resultados conflitantes encontrados na literatura com relagéo
ao valor prognostico do complexo caderina-catenina no CCR estejam relacionados a
falta de padronizacao, as diferentes técnicas imunoistoquimicas, bem como ao método
de analise de dados obtidos a partir dos diferentes estudos. A maioria dos estudos
determina o contetdo das proteinas do complexo caderina-catenina de forma subjetiva,
semiquantitativa, ndo empregando método que possibilite a quantificacdo tecidual de
modo mais preciso. Da mesma forma, esses estudos analisam a expressao das
proteinas em tumores do coélon e reto de forma conjunta, ndo considerando as
diferencas na expressao de genes e proteinas nas células da mucosa cdélica, quando se
comparam tumores de célon direito e esquerdo (Distler e Holt, 1997; Martinez et al.,
2008).

A procura por marcadores histolégicos ou moleculares que permitam melhores
critérios de selecdo dos pacientes candidatos a terapia complementar € motivo de
grande numero de pesquisas. Contudo, nenhum dos marcadores estudados até o
momento foi efetivamente incorporado como ferramenta capaz de melhorar tais
critérios. A indicacdo do tratamento adjuvante geralmente é baseada em fatores de
risco relacionados ao doente e ao estadiamento do tumor. A incapacidade de prevenir e
controlar a disseminagdo das células neoplésicas ainda representa grande desafio.
Apesar do diagnéstico precoce da metastase e da maior possibilidade de tratamento
cirurgico, grande numero de pacientes com doenca disseminada necessitara de alguma
forma de tratamento complementar. No momento do diagnéstico, estima-se que 30%

dos portadores de CCR ja apresentem doenca disseminada e que a disseminacao
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metastatica no seguimento pds-operatério ocorra em mais de 40% dos pacientes
operados com intencédo curativa (Malheiros et al., 2005; Neves et al., 2005).

A mensuracdo do conteldo tecidual (expressdo quantitativa) das proteinas beta
Catenina e E-Caderina com métodos precisos de analise, aliada a melhores critérios na
selecdo dos casos estudados, podera trazer contribuicdo para a compreensdo dos

mecanismos de disseminacao e possivelmente, marcador progndéstico da doenca.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo é relacionar o contetdo das proteinas de adeséo celular,
E-Caderina e beta Catenina, a fatores progndsticos do adenocarcinoma do célon

esquerdo.



3. REVISAO DA LITERATURA
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3. REVISAO DA LITERATURA

Em 2012, cerca de 557.190 americanos morrerdo de cancer. O cancer € a
segunda causa de morte mais comum no mundo e contabilizou em 2008, 7,6 milhdes,
cerca de 13%, de todas as mortes nos Estados Unidos. Obitos por cancer devem

continuar a crescer além de 11 milhdes em 2030 (Cancer Facts & Figures, 2012).

Tanto em homens como em mulheres, o CCR é a terceira neoplasia mais
comumente diagnosticada e a terceira principal causa de morte por cancer. A incidéncia
do CCR vem diminuindo nas ultimas duas décadas, provavelmente devido ao
rastreamento e a remocéao de polipos do colon antes de sua transformacgéo para cancer.
Estima-se que em 2012 serdo 103.170 novos casos de cancer de colon nos Estados
Unidos estimando-se uma mortalidade de 51.690 homens e mulheres por cancer de

célon e de reto (Cancer Facts & Figures, 2012).

A incidéncia e a taxa de mortalidade pelo CCR aumenta com a idade. Noventa
por cento dos novos casos e 94% das mortes ocorrem em individuos com 50 anos ou
mais sendo a incidéncia 35% a 40% maior em homens do que em mulheres e mais
elevadas em afroamericanos (Cancer Facts & Figures, 2012). Estima-se que a cada
cinco anos mais de dois milhdes de novos casos de CCR sejam diagnosticados em

todo o mundo (Boyle e Levin, 2008).

Homens e mulheres a partir dos 50 anos estao sob risco e devem ser rastreados
para o CCR, resultando em deteccdo precoce e remocao de polipos colorretais que
podem tornar-se neoplasicos, além da detec¢éo do préprio cancer em estagios iniciais,
quando o tratamento é menos extenso e com maiores chances de cura (Cancer Facts
& Figures, 2012).

3.1. Principais diferengas entre o colon direito e esquerdo

Ha anos se conhecem as diferencas na epidemiologia, comportamento clinico,
aspectos histopatoldgicos quando se comparam tumores localizados nos coélons direito
8



e esquerdo (Distler e Holt,1997; Martinez et al., 2008). A partir da década de noventa,
comecou-se a dedicar maior atencéo ao se verificar a existéncia destas duas categorias
de canceres de colon, além daquele localizado no reto (Buffill, 1990). Até entdo os
tumores eram habitualmente subdivididos segundo sua localizacdo em dois grandes
grupos: cancer do coélon e cancer do reto. Os recentes avancos da biologia molecular
vém confirmando diferencas, mostrando que tumores localizados no coélon direito
representam entidade distinta, com caracteristicas clinicas e patologicas diferentes dos
localizados no célon esquerdo (Buffill,1990; Distler e Holt,1997; Obrand e Gordon, 1998;
Gervaz et al., 2001; Martinez et al., 2008; Boyle e Levin, 2008).

A origem embriol6gica do célons direito e esquerdo séo distintas. O célon direito
advém da estrutura embriolégica denominada intestino meédio, enquanto o célon

esquerdo se origina da estrutura denominada intestino posterior (Minoo et al., 2010).

Os principais suprimentos arteriais colonicos sao usualmente pareados a sua
drenagem venosa. O célon direito e o célon esquerdo possuem vascularizacao distinta,
sendo que o célon direito tem sua irrigacdo assegurada por ramos da artéria
mesentérica superior, enquanto o célon esquerdo por ramos da artéria mesentérica
inferior (Floch, 2004).

Sob o ponto de vista fisiologico, a absor¢cdo do sodio e da agua se da
preferencialmente no célon direito e diminui progressivamente em direcdo ao reto, onde

a funcao fisioldgica basica seria de armazenamento das fezes (Guyton, 1996).

A fermentacdo bacteriana produz &cidos graxos de cadeia curta principalmente
no célon direito onde sao absorvidos passivamente (lacopetta, 2002; Gervaz et al.,
2004; Li e Lai, 2009). Estudos recentes demonstram que 0s subtipos de mucinas sao
produzidos em concentragdes inversas nas criptas do colon quando se consideram o0s
segmentos direito e esquerdo (Martinez et al., 2008). Tais fatos podem apresentar
importancia na manutencdo do processo inflamatério da mucosa intestinal, e, portanto
na carcinogénese (Ribeiro et al.,, 2008). Além disso, 0s sais biliares parecem estar
associados ao risco aumentado de cancer colorretal e 0s mesmos estdo em maior

concentragdo no célon direito (Gervaz et al., 2004).
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A partir do inicio da década de oitenta a literatura vem demonstrando
modificacdo na incidéncia do CCR com aumento de aproximadamente 10% dos
tumores localizados no célon direito (Obrand et al., 1998). O motivo desta crescente
mudanca, qguando se comparam tumores proximais e distais, continua objeto de estudo,
acreditando-se que possa estar relacionado a presenca de mecanismos carcinogénicos
distintos, assim como a maior facilidade do diagndstico precoce e tratamento
endoscopico de pélipos situados no célon esquerdo (Buffill, 1990; Gervaz et al., 2001,
SEER, 2012).

Tumores do coOlon esquerdo sédo frequentemente relacionados a sangramento
vivo associado as evacuacdes, 0s pacientes tendem a apresentar obstipacao intestinal,
evacuacgOes com fezes afiladas e muitas vezes acompanhadas de dor abdominal em
coOlica. A anemia hipocrdmica microcitica, associada a sintomas como fraqueza e
astenia, é mais frequentemente observada em pacientes com tumores de célon direito
com grandes dimensfes e levam a perda oculta de sangue por tempo prolongado
(Majumdar et al., 1999).

Quando se comparam 0s aspectos histopatolégicos das neoplasias localizadas
no colon direito nota-se que geralmente possuem crescimento exofitico, mais
comumente sao produtoras de muco, a citometria de fluxo apresentam padrao dipléide
e encontram-se menos relacionadas a presenca de polipos, sendo geralmente
consideradas neoplasias “de novo”. Em contraposi¢do, tumores do colon esquerdo
possuem crescimento Ulceroinfiltrativo ou estenosante, raramente sao produtores de
muco, a citometria geralmente sao aneupléides e se encontram mais frequentemente
associados a polipos adenomatosos (Pocard et al., 1995). E possivel também que
diferencas fenotipicas se relacionem aos diferentes padrdes genotipicos quando se
comparam tumores localizados nos dois segmentos intestinais (Distler e Holt, 1997;
Konishi et al., 1999).

O epitélio mucoso do colon esquerdo e direito no adulto pode ser distinguido pelo
padrdo de expressao génica. Considera-se que mais de 1.000 genes sao expressos de

forma distinta no célon descendente em comparacdo ao célon ascendente (Glebov et
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al., 2003). Tradicionalmente sao descritos 2 tipos de instabilidade no CCR: instabilidade
cromossOmica (INC) e instabilidade microssatélite (IMS) (Jass, 2007). A instabilidade
cromossOmica foi caracterizada como sequéncia de acumulo de alteracdes genéticas
envolvendo ativacdo de oncogénes, como o gene K-RAS e inativacdo de genes
supressores tumorais, como o p53, suscitando a conhecida sequéncia adenoma-
carcinoma (Vogelstein et al., 1988). A instabilidade microssatélite resulta de defeito na
funcao de reparo do DNA associado a mutacdo genética, em sindromes familiares, e/ou
metilacdo genética, nas formas esporadicas do tumor (Jass, 2007). Instabilidade
epigendmica caracterizada pelo fenétipo metilador de ilhas CpG foi recentemente
descrito como via alternativa para a tumorigénese associada a IMS em canceres
esporadicos devido a metilagdo do gene de reparo MLH1 (Herman et al., 1998).
Céanceres colorretais associados a INC e IMS apresentam padrdo inverso de
distribuicdo ao longo do intestino grosso. Diversos estudos demonstraram que tanto as
formas familiares quanto as esporadicas de CRC associados a INC, tendem a ocorrer
na parte distal do célon, enquanto CRC associados a IMS tém preferéncia proximal, em

ambas as formas, familial e esporadica.

by

Quanto a expressdo de beta Catenina e E-Caderina, tumores localizados no
célon direito diferem dos tumores do colon esquerdo por terem menor expressdo de
beta Catenina nuclear. Quando comparados tumores de reto e célon esquerdo, 0s
tumores retais apresentam maiores expressdoes de E-Caderina (Gervaz et al., 2001;
Jass, 2007; Li e Lai, 2009).

3.2. Adesao celular

As juncdes aderentes sdo especializacbes de membranas que contém iniUmeras

proteinas.

E-Caderina, a-catenina, beta Catenina, e a p120 catenina sdo encontradas nas
juncbes aderentes, sendo a unido da caderina a catenina, complexo importante na

manutencao desta adesédo (Smith et al., 2008; Tsanou, 2008).
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3.2.1. Caderinas

As caderinas compreendem uma grande familia de moléculas de adesédo que
estabelecem ligacdo entre as células por meio de interacdes homofilicas proteina-
proteina. Podem ser subdivididas basicamente entre dois grandes grupos: caderinas
classicas e as caderinas desmossomais. As primeiras caracterizam-se por possuir
dominio citoplasmatico altamente conservado e pela capacidade de formar complexos
por interacdes especificas com proteinas intracelulares denominadas cateninas. Por
sua vez, as caderinas desmossomais, como 0 préprio nome indica, sdo proteinas
transmembrana componentes dos desmossomos. A principal diferenca com relacdo as
caderinas classicas é o fato de que o dominio citoplasmatico ndo interage com as
cateninas, mas sim com um diferente grupo de proteinas citoplasmaticas incluindo a
desmoplaquina, placofilina e placoglobina (Rowlands et al., 2000 ; Conacci-Sorrell et al.,
2003).

No grupo das caderinas classicas encontram-se a E-caderina, caderina-N,
caderina-P, caderina-6, caderina-1l e outras. J& no grupo das caderinas desmossomais
figuram as desmogleinas e as desmocolinas. Além destes dois grupos, podem-se
encontrar, ainda, as protocaderinas como sendo uma subclasse da grande familia das

caderinas (Nollet et al., 1999; Ramburan e Govender , 2002).

3.2.1.1. A E-Caderina

A E-Caderina, produto do gene CDH1, é membro da familia das caderinas e
determinada pelo cromossomo 16g24. Quando pesquisada no tecido epitelial normal,
sua expressao esta sistematicamente preservada, distribuida de forma homogénea na

membrana celular (Ramburan e Govender, 2002; Delektorskaya et al., 2005).

s

A E-Caderina é uma proteina de adesado calcio dependente e é o principal
componente das juncdes aderentes, facilitando, inclusive, a comunicacéo intercelular

(Smith et al., 2008). Duas moléculas que expressem caderinas da mesma classe em
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sua superficie aderem-se entre si e mantém-se firmes pelas interagées mediadas por
estas moléculas (van der Wurff et al.,, 1997; Debruyne et al.,1999). A E-Caderina
também estabelece a tensdo interfacial na borda entre as populacfes de células
distintas (Batlle e Wilkinson, 2012).

3.2.2. Cateninas

A palavra catenina, do latim catena, que significa cadeia, (Ozawa et al., 1989)
reflete o fato de que algumas cateninas contribuem para a associacdo indireta das
caderinas ao citoesqueleto de actina, como a prépria beta Catenina (Abe e Takeichi,
2008). Membros da familia das cateninas foram inicialmente isolados em complexo com
dominios citoplasmaticos de cateninas nas juncdes célula-célula e essa relacdo é
considerada um dos aspectos definitivos das cateninas. Suas fun¢cdes neste contato
sdo multifacetadas e continuam sendo objeto de estudos e discussfes. (Ozawa et al.,
1989).

3.2.2.1. A beta Catenina

O gene determinante da beta Catenina se localiza no cromossomo 3p22. A beta
Catenina é uma proteina de 92 kDa que € membro da superfamilia "Armadillo”, o qual
possui em comum um dominio central constituido por 12 sequéncias de repeticao de 42
residuos de aminoacidos, requeridas para a interagdo com outras proteinas, que
incluem as caderinas, APC e T cell factor/Lymphoid enhancing fator (TCF/LEF) (Lee et
al., 2003).

As funcbes da beta Catenina correlacionam-se ndo apenas a adesao celular,
mas também ao estimulo de transcricdo e, consequentemente de proliferacdo celular
(Akiyama, 2000). Estas duas funcdes bioldgicas distintas da beta Catenina determinam
sua localizagdo celular. Como membro envolvido na adeséo célula-célula se localiza na
membrana citoplasmatica e mantém a arquitetura tecidual, ja aquela situada livre no
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citoplasma, participa na sinalizagéo, ligando-se ao T cell factor/Lymphoid enhancing
fator (TCF/LEF), ativando sua funcéo transcricional no nucleo, resultando na expressao

de genes alvo (Marchenko et al., 2004; Oloumi et al., 2004).

3.2.3. Complexo caderina-catenina

A E-Caderina se apresenta direta ou indiretamente envolvida com as cateninas
na adesao intercelular e formam juntas o denominado complexo caderina-catenina
(Tsanou, 2008).

Quando as caderinas formam as jun¢c@es aderentes, moléculas de beta Catenina
sdo recrutadas do citoplasma para a regido submembranar. Esta interacdo é
fundamental para a organizacdo do citoesqueleto da célula epitelial, bem como evita
gue a beta Catenina livre no citoplasma seja translocada para o nucleo (van der Wurff et
al., 1997; Debruyne et al.,1999).

O complexo caderina-catenina compfe a via de sinalizacdo WNT (Fig. 1).
Quando a via WNT ¢é ativada (on state), os niveis de beta Catenina aumentam
transitoriamente no intracelular e a proteina € translocada para o nucleo, onde forma
complexo com o TCF/LEF. Na auséncia da ativagdo da sinalizacdo WNT (off state) o
conteldo de beta Catenina € extremamente baixo no citoplasma e ela se encontra

quase totalmente ligada as E-Caderinas nas junc¢des aderentes. (Cell Signalling, 2010)

A degradacédo da beta Catenina € feita por meio de complexo coordenado pela
axin, composto por grupo especifico de proteinas, entre elas a CKla Gsk3B, o
supressor tumoral APC e a PP2A (Smith et al., 2008). Outra forma de controlar os
niveis citoplasmaticos de beta Catenina, e consequentemente de influenciar na
proliferacdo celular € a degradacdo controlada positivamente pelo produto do gene
APC, sendo este, portanto, classificado como gene supressor de tumor (Bright-Thomas

e Harget, 2003; Garcea et al., 2003).
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Em organismos adultos, a sinalizacdo da via WNT regula a manutencédo da célula
progenitora da cripta intestinal e o controle do eixo cripta-vilos destas células. A via
WNT é normalmente ativada pela interacdo de um ativador a receptores desta via. O
evento definitivo na via WNT € o acumulo de beta Catenina e subsequente translocacéo
para o nucleo, onde exerce sua atividade de transcricdo e proliferacao celular (Smith et
al., 2008). Quando isto acontece, a beta Catenina atua como transativador de TCF/LEF,
gue induz a transcricdo de diferentes genes que controlam a proliferacdo celular e a

invaséo tecidual (van der Wurff et al., 1997; Debruyne et al.,1999).
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OFF-State

\.

Target Genes:

Myc. Cyciin D1,  Migration '
TCF-1, PPAR-8, Adhesion *
MMP-7, Axn-2,

CD44, efc.

Figura 1. Via WNT. (Extraido de

<www.cellsignal.com/reference/pathway/Wnt_beta_Catenin.html>)
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3.3. A evolucéo do cancer colorretal

3.3.1. Iniciacéo

Céanceres sdo doencas caracterizadas pelo acimulo de mutagdes no genoma de
células que vao progressivamente aumentando em namero em seus tecidos de origem.
Estas mutacdes conferem as células vantagem proliferativa. Além disso, as células
mutadas ndo mantém arquitetura normal dos tecidos, levando progressivamente a
disfuncbes. O conceito de acumulo de mutacfes em canceres foi descrito ha duas
décadas, enunciados em estudos epidemioldgicos e em estudos sobre carcinogénese

(Vogelstein et. al, 1988; Fearon e Vogelstein, 1990; Chammas e Novak, 2004).

Estudando o desenvolvimento do cancer colorretal, autores propuseram modelo
onde o conceito de acumulo progressivo de mutacbes foi ilustrado (Fig. 2)
concretamente em uma linha de crescimento de adenomas, tumores benignos, para
formas invasivas de adenocarcinoma (Vogelstein et. al, 1988; Fearon e Vogelstein,
1990).

normales hyperproliferatives Adenom Karzinom

Kolongewebe Epithel
Methylierungs-  Inaktivierung K-ras Deletionen/  p53 Akkumulation weiterer
abnormalitaten von APC Mutation Allelverluste Deletion genetischer Veranderungen

Figura 2. Sequéncia adenoma-carcinoma. Modelo proposto por Vogelstein e cols. para
a sequéncia de mutacdes na evolugdo adenoma-carcinoma (Spies, 1999) (Extraido de
http://ediss.sub.uni-hamburg.de/volltexte/1999/161/html/1_%Z20Einleitung.htm)
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Segundo o modelo proposto, a mutacéo inicial do gene APC, que exerce funcéo
reguladora na proliferacao epitelial, resultaria em maior proliferacéo celular, levando ao
surgimento de pequeno adenoma, lesdo benigna originaria de tecido epitelial do célon.
Segue-se a esta mutacdo o que se chama de hipometilacdo do DNA. O radical metila,
alocado na cadeia de DNA anteriormente ao gene de interesse, funciona como bloqueio
a leitura deste gene, logo, se ocorre hipometilacdo, ha estimulo a expressdo daquele
gene que nado estara bloqueado. Num segundo estagio, a ativacdo da proteina K-ras,
proteina esta que determina o crescimento e diferenciacdo celular a partir de fatores
extracelulares, estimularia ainda mais a proliferacdo, contribuindo para a evolucdo do
adenoma inicial em adenoma intermediario. Num terceiro estagio, a mutacado da
proteina DCC, relacionada a adesao entre células, determina a perda da capacidade de
aglutinacao celular. Finalmente, ha mutacao da proteina p53 que, incapaz de sinalizar a
necessidade do reparo celular ou a indugdo da morte programada, permite o acumulo
de mutacdes cromossomais, caracteristica béasica dos carcinomas (Fearon e
Vogelstein, 1990). A alteracdo nessas vias conferem as células cancerosas os fenotipos
cardinais da transformac&o maligna: capacidade de replicag&o infinita ou imortalizacao;
autonomia de proliferacdo celular; insensibilidade a fatores antiproliferativos ou de
diferenciacdo celular; resisténcia a morte celular induzida (apoptose) e inducéo

sustentada a angiogénese (Hanahan e Weinberg, 2000).

3.3.2. Promocéo

O estabelecimento e manutencao da organizacéo tecidual requerem a formacéo
de finas bordas entre distintas popula¢des celulares. A manutencéo de células aderidas
também é necessaria para a homeostase do tecido adulto e deficiéncias nesta adesao
favorecem a disseminacdo metastatica de células tumorais. Um dos mecanismos
envolvidos relaciona-se a diferencas na adeséo célula-célula, mediada pela E-Caderina,
gue estabelece tensao interfacial na borda entre populactes de células distintas (Batlle
e Wilkinson, 2012).
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E-Caderina, beta Catenina e o produto do gene APC encontram-se envolvidos na
via de sinalizacdo WNT. Mutacdes no gene APC sdo comuns em neoplasias
esporadicas, sendo encontradas em 65% a 70% dos canceres. Frequéncias
semelhantes sdo notadas em adenomas, sugerindo que a alteracdo seja inicial no
processo de cancerizacdo. E-Caderina, beta Catenina e o produto do gene APC estao
envolvidos, de uma forma ou de outra, no desenvolvimento de todos os tumores do
trato gastrointestinal. E-Caderina e APC funcionariam como produtos de genes
supressores de tumor e a beta Catenina funcionaria como produto de oncogéne. As
primeiras alteraces celulares observadas quando do funcionamento inapropriado desta
via é a proliferacdo celular descontrolada, caracterizando a fase proliferativa da
neoplasia (Chammas e Novak, 2004).

3.3.3. Progresséao

A metéstase tumoral envolve dois processos independentes relevantes a adesao
celular: destacamento da célula do tumor primario e invasdo da célula em tecido a

distancia.

A adesdo entre as células normais é forte e estavel. Se a atividade das
moléculas de adesédo é suprimida, a célula tende a dissociar-se de seu tecido original.
Por outro lado, a invasdo do tumor a novos sitios pode estar relacionado a mdultiplas
moléculas de adesédo, além de adesdo mecanica dos tumores a capilares (Khoursheed,
2003).

Dados sugerem que a sinalizacéo das juncdes aderentes interfere na sinalizacéo
vinda dos hemidesmossomos, juncéo especializada entre as células, membrana basal
e matriz extracelular, presente em todos os epitélios. Os hemidesmossomos sao
complexos de moléculas que contém, por exemplo, a alfa-6-beta-4 integrina. Esta
molécula pertence a familia de moléculas de adesdo que integram 0s meios intra e
extracelulares, dai serem chamadas de integrinas. De um lado a alfa-6-beta-4 integrina

se liga a laminina, de outro, a proteinas do citoesqueleto. Esta organizacao é tipica da
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célula estacionaria. A formacdo dos hemidesmossomos estd coordenada com a
formacdo das juncdes aderentes. Quando a membrana basal sofre alteracbes, por
exemplo, protedlise ou degradacdo limitada, algumas moléculas presentes na
membrana basal, que antes sinalizavam para a célula manter-se parada, nessa
situacado, expdem sitios que passam a sinalizar para a célula iniciar o processo de
migracdo. Desta mudanca do estado estacionario para o estado migratorio,
depreendem-se necessarias alteracbes do hemidesmossomo, que incluem o
recrutamento de outras integrinas para a estrutura que nado mais sinalizara o estado
estacionario (Lohi et al., 2000; Sordat et al., 2000).

Pesquisas mostram que as diferentes moléculas envolvidas no processo de
adesdo e migracdo celular encontram-se em regiées muito proximas, nas membranas
plasmaticas. Estas regides sdo comparadas a plataformas. A funcéo desta plataforma
pode ser modificada, se houver alteracdes qualitativas das integrinas presentes. Estes
achados, pela complexidade das estruturas supramoleculares que controlam a dinadmica
de adesdo, afirmam que a distribuicdo subcelular de cada um desses marcadores, é
que tera significado funcional (Furuta et al., 1988; Reeder et al., 1998).

Outras moléculas presentes nessas plataformas sao as tetraspaninas, proteinas
de superficie que cruzam a membrana quatro vezes e que controlam negativamente a

funcd@o migratoria das integrinas e lipidios de membrana (Sordat et al., 2002).

A migracao celular dependera da atenuacdo das interacfes célula-célula, além
de remodelacao da matriz extracelular por onde a célula devera migrar. Na face anterior
das células em migracdo, concentram-se as enzimas associadas a degradacdo da
matriz extracelular. Além da mudanca na resposta proliferativa, as células epiteliais que
apresentam alteracdes na via da E-Caderina passam a expressar maior quantidade de
colagenases, enzimas que degradam a matriz extracelular (Chammas e Brentani,
2002). E nesta face que se da a ativacdo de pro-enzimas que ativam a cascata de
degradacgao da matriz extracelular. Esta cascata se inicia com a impulsao do ativador do
plasminogénio, que converte plasminogénio em plasmina. A plasmina, por sua vez,

ativa as prometaloproteinases, como as procolagenases, as progelatinases e as
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proestromelisina. Estas proenzimas encontram-se em estado latente na matriz
extracelular. A expressdo de enzimas que ativam as metaloproteinases, ou das
metaloproteinases propriamente ditas, ndo € suficiente para definir o processo de
invaséo local. O sistema de degradacdo de matriz extracelular € também controlado por
inibidores destas enzimas (TIMPs). E o balanco entre essas atividades enzimaticas que

determinara a capacidade de invaséo local do tumor (Chammas e Novak, 2004).

‘A invasdo celular leva a remodelacdo tecidual. Esta remodelacdo é
acompanhada da liberacdo de uma série de fatores de crescimento presentes de forma
latente na matriz extracelular e que, uma vez liberados, induzem respostas
fisiologicas/patolégicas, como a reacao inflamatdria. Varios componentes da reacao
inflamatdria podem promover ou inibir o crescimento de tumores” (Chammas e Novak,
2004).

3.4. A E-Caderina e a beta Catenina na evoluc¢édo do cancer colorretal

Tém-se demonstrado que modificacbes no complexo caderina-catenina estao
presentes em varios tipos de tumores especialmente aqueles de carater mais agressivo
e com maior potencial metastatico (Barth et al., 1997; Beavon, 2000). Moléculas de
adesdo como as integrinas, E-Caderina, cateninas e CD44 parecem importantes no
progndstico de pacientes com cancer de célon (Agnantis et al., 2004). Tal potencial
pode estar relacionado ndo apenas a adesao celular, mas a via de sinalizacdo WNT.
Proteinas de adesdo sdo moléculas de fixacdo traduzidas a partir de genes
relacionados ndo somente a formacédo do sistema de adesao intercelular, mas também
a capacidade de induzirem a divisdo celular estando, por isso, relacionadas a
possibilidade de disseminacdo da neoplasia (Pignatelli, 1993; Maruyama et al., 2000;
Kanazawa et al., 2002; Ougolkov et al., 2002; Khoursheed et al., 2003; Kojima et al.,
2004; Miyamoto et al. et al.,, 2004; Delektorskaya et al., 2005; Jesus et al., 2005;
Elzagheid et al., 2006; Elzagheid et al., 2008; Henrik et al., 2008; Onder et al., 2008;
Tsanou et al., 2008; Wanitsuwan et al., 2008).
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A E-Caderina € determinada pelo cromossoma 16924, regido frequentemente
perdida em doencas malignas. Quando pesquisada no tecido epitelial normal, sua
expressdo esta sistematicamente preservada, distribuida de forma homogénea na
membrana celular. Por outro lado, tem-se observado que ha diminuicdo ou auséncia da
expressdo da proteina E-Caderina em seu sitio normal na neoplasia colorretal
(Ramburan e Govender, 2002; Delektorskaya et al., 2005).

As células epiteliais do trato gastrointestinal tém caracteristicas de epitélio
especializado, apresentando tipicamente células polarizadas. Desta maneira,
glicoproteinas produzidas por células do colon sdo constitutivamente levadas para o
polo apical da célula. Uma das primeiras alteracdes observadas ao longo da progressao
tumoral € a perda da capacidade de polarizacdo das proteinas produzidas pelas células
epiteliais. As moléculas que seriam secretadas ou acumuladas na luz intestinal passam
também a ser direcionadas ao polo basal das células, facilitando sua difusdo para o
intersticio, podendo ser encontradas na circulacdo (Priolli et al., 2010). A perda da
polarizacédo celular esti associada a alteracdo funcional das juncdes intercelulares. Os
dominios apicais sdo separados fisicamente dos dominios basolaterais pelas juncdes
oclusivas (juncdes do tipo tight) e pelas juncbes aderentes. A composi¢cao quimica da
membrana destes dois dominios é diferente, devendo haver sistema de sinalizacdo que
identifique as vesiculas de secrecao e seus destinos, apical ou basolateral. Evidéncias
indicam que as juncdes aderentes estdo freqlientemente alteradas em células tumorais,
podendo ser esta alteracdo o passo inicial para a perda de polarizacdo (Chammas e
Novak, 2004).

Estudo in vitro demonstrou que a perda da E-Caderina pode estar associada a
disseminacdo e pior diferenciagdo em carcinoma colorretal. A transferéncia de E-
Caderina para dentro de tumores humanos pouco diferenciados aumentou a polaridade
celular e a coeséo intercelular e inibiu a disseminagéao in vitro, enquanto a reducdo da
expressdo da E-Caderina em clones nédo invasivos resultou na aquisicdo de
comportamento invasivo (Pignatelli et al., 1993). Em 2006, autores sugeriram que a
expressdo da E-caderina pode ser utilizada como marcador de recorréncia do

adenocarcinoma colorretal e reafirmaram a perda da expressdo da E-caderina nos
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tumores colorretais menos diferenciados (Pignatelli et al., 1993; Kanazawa et al., 2002;
Ramburan e Govender, 2002; Kojima et al., 2004; Delektorskaya et al., 2005; Elzagheid
et al., 2006; Onder et al.,, 2008; Tsanou et al., 2008) Tais achados contradizem
trabalhos que nao relacionam a expresséao da E-Caderina com fatores morfolégicos ou
prognosticos no adenocarcinoma colorretal. (Nollet et al., 1999; Ramburan e Govender
2002; Hahn-Stromberget. et al, 2009).

O gene determinante da beta Catenina se localiza no cromossomo 3p22 em
regido do genoma humano frequentemente alterado em uma série de neoplasias
malignas. No CCR, estudos tém mostrado que a mutacdo no gene beta Catenina pode
resultar no acumulo da proteina no citoplasma e ndcleo da célula resultando em

aumento da atividade transcricional (Lee et al., 2003; Chen et al., 2008).

Em 2004, foi demonstrado que o primeiro degrau para o desenvolvimento da
neoplasia esporadica, além da perda do controle do gene APC, € a perda do complexo
caderina-catenina (Frattini, et al., 2004). Mutacdes inativadoras no gene APC ou
mutacdes ativas do gene beta Catenina resultam em falha na fosforilagdo da beta
Catenina, com o seu acumulo no citoplasma e ativacdo aberrante da via WNT (Smith et
al., 2008). A degradacéo da beta Catenina é controlada positivamente pelo produto do
gene APC. Sua mutacdo ocorre quase sempre na transicdo da mucosa normal para
adenomas de fase precoce, como sugerido no modelo de Fearon e Vogelstein (Fearon
e Vogelsten, 1990). Sugere-se que esta seja uma alteracdo inicial no processo de
cancerizacdo (Bright-Thomas e Harget, 2003; Garcea et al., 2003). As primeiras
alteracdes celulares observadas quando do funcionamento inapropriado da via de
sinalizacdo WNT é a proliferacao celular descontrolada (Bright-Thomas e Harget, 2003).
Além da mudancga na resposta proliferativa, as células epiteliais que apresentam
alteracdes na E-Caderina passam a expressar maior quantidade de colagenases,
enzimas que degradam a matriz extracelular, e facilitam o processo de invaséo tecidual,
mediada pelo equilibrio das metaloproteinases e das TIMPs (Chammas e Brentani,
2002).
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3.5. Classificagdo histopatologica do cancer colorretal

3.5.1. Graduacao histopatoldgica

“Os termos diferenciacdo e anaplasia aplicam-se as células parenquimatosas
das neoplasias. A diferenciacdo refere-se ao grau de semelhanca entre as células
parenquimatosas e células normais comparaveis, tanto ao nivel morfoldégico quanto
funcional. Por conseguinte, os tumores bem diferenciados sdo compostos de células
gue se assemelham as células normais maduras do tecido de origem da neoplasia. Os
tumores pouco diferenciados ou indiferenciados possuem células nédo especializadas de
aspecto primitivo. As neoplasias malignas variam desde células bem diferenciadas a
células indiferenciadas. A falta de diferenciacdo ou anaplasia é considerada uma

caracteristica basica da transformag¢éo” (Cotran, 2000).

Na pratica clinica, a graduacdo histologica do cancer colorretal é bastante
subjetiva (Compton, 2003). A despeito disso, ela tem sido mostrada como fator
prognostico estagio-independente do cancer colorretal, por numerosas analises
multivariadas (Compton, 2000a; Compton, 2000b; Henson, 1999), especialmente nos

tumores de alto grau histolégico (Compton, 2003).

O adenocarcinoma colorretal se desenvolve nas glandulas do intestino e sao
responsaveis por 95% dos tumores desta localizacdo. Quanto ao grau de diferenciacao,
os tumores de colon devem ser subdivididos em: grau 1, grau 2, grau 3 e grau 4,
considerando-se a extensao da aparéncia glandular dos carcinomas, respectivamente,
mais de 95%, de 50% a 95%, de 5% a 50% ou menos que 5% de estruturas

glandulares (Coudry et al., 2004; Hamilton and Aaltonen, 2000).
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GX Grau de diferenciagéo nao pode ser avaliado;
G1 Bem diferenciado;

G2 Moderadamente diferenciado;

G3 Pouco diferenciado;

G4 Indiferenciado;

3.5.2. Estadiamento TNM

Um dos sistemas de estadiamento mais utilizados na atualidade € o TNM
publicado pela American Joint Committee on Cancer (UICC), tendo sido baseado no

trabalho de Pierre Denoix e publicado em outubro de 1966 (Sobin e Wittekind, 2002).

3.5.2.1. Classificacao clinica

A classificacdo clinica TNM pressupfe a avaliacdo do T, nivel de penetracao
tumoral na parede intestinal do tumor primario; N, linfonodo regional comprometido e€;

M, presenca ou auséncia de metastase a distancia, como se segue:
T — Tumor primério
TX O tumor priméario ndo pode ser avaliado;
TO Nao ha evidéncia de tumor primario;
Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invasao da lamina propria;

T1 Tumor que invade a submucosa;
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T2 Tumor que invade a muscular propria;

T3 Tumor que invade além da muscular propria, alcancando a subserosa ou 0s
tecidos;

T4 Tumor que invade diretamente outros 6érgaos ou estruturas e/ou que perfura

0 peritbnio visceral.
N — Linfonodos regionais
Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados;
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais;
N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais;
N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais.
M - Metastase a distancia
MX A presenca de metastase a distancia nao pode ser avaliada;
MO Auséncia de metastase a distancia;
M1 Metéstase a distancia.

Para o célon descendente, admitem-se os seguintes linfonodos regionais a
serem analisados: linfonodo célico esquerdo e mesentérico inferior. Para o cdlon
sigmoide, interessam o0 sigmoide, colico esquerdo, retal superior (hemorroidal),
mesentérico inferior e retossigmoide. Metastases em linfonodos diferentes dos listados

acima sao classificados como metastases a distancia.
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3.5.2.2. Classificacéo patolégica (pTNM)

O estadiamento patologico é derivado do exame anatomopatologico da
peca operatéria apos resseccdo do tumor. As categorias pT, pN e pM, correspondem as
categorias T, N e M ao exame histopatoldgico.

Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1, T2 NO MO
Estadio IIA T3 NO MO
1B T4 NO MO
Estadio IlIA T1,T2 N1 MO
1B T3, T4 N1 MO
lc Qualquer T N2 MO
Estadio IV Qualquer T Qualguer N M1

Figura 3. Grupamento dos adenocarcinomas de colon por estadios

3.6. Processamento de imagem assistido por computador

Em 1992 foi apresentado em nosso meio método computadorizado que permite a
avaliacdo quantitativa de estruturas microscOpicas (Novelli, 1992). Autores se
beneficiaram, como era o objetivo inicial do idealizador do método, quanto a pesquisa
mais rapida e objetiva (Niporciukas, 1992; Novelli et al., 1997; Priolli et al., 1999;
Martinez et al., 2002a; Martinez et al. 2002b; Priolli et al., 2003; Sthephani et al., 2004;
Priolli et al, 2010; Martinez et al., 2011)

Baseado na analise de imagem assistida por computador foram estudados a

cicatrizacdo das anastomoses intestinais (Novelli et al., 1997; Priolli et al., 2003;
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Sthephani et al, 2004), a superficie isquémica de mucosa gastrica em cdes submetidos
a vagotomia (Martinez et al., 2002a.; Martinez et al. 2002b), a utilizacdo de anel
biofragmentavel em comparacao a sutura manual em anastomose colo-célica (Matos et.
al, 1993) e a neovascularizacdo da cornea de ratos (Niporciukas, 1992) e mais
recentemente a quantificacdo de marcadores tumorais (Priolli et al., 2003; Priolli et al.,
2010; Martinez et al., 2011).

Programas de analise computadorizada foram desenvolvidos por empresas
especificas e atualmente estdo disponiveis comercialmente, tal como o utilizado nesse

estudo.

O método de analise de imagem auxiliado por computador foi descrito

detalhadamente em estudo anterior (Novelli, 1992. Priolli, 1999).
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4. METODO

4.1. Adequacéao do projeto

A realizagédo desse estudo obedeceu todas as etapas previstas pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco (USF) e as exigéncias da Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Salde (Resolucgéo
CNS196/96). O estudo somente foi iniciado ap6s autorizacdo da USF e do CONEP.

4.2. Casuistica

Dos 371 casos de cancer colorretal arrolados de casuistica de nosso servico,
foram estudados 60 doentes consecutivos portadores de adenocarcinoma colorretal
operados com intencdo curativa entre setembro de 2008 e fevereiro de 2009 no

Hospital Universitario Sdo Francisco, Braganca Paulista.

Foram excluidos os portadores de adenocarcinoma de célon direito e/ou reto,
menores de 18 anos, pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante e/ou os que
apresentaram numero de linfonodos ressecados menor que 12, além daqueles com
histéria sugestiva de cancer colorretal hereditario, restando 29 doentes para a

casuistica de interesse.
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Figura 4. Casos excluidos

4.3. Estadiamento preoperatério

Os enfermos selecionados para o estudo foram submetidos ao estadiamento
clinico, laboratorial e por exames de imagem segundo o protocolo de conduta do Grupo
de Coloproctologia da Disciplina de Cirurgia Geral da Universidade S&o Francisco
(Cordeiro et al., 2001).

O estadiamento foi feito com base no exame clinico e proctolégico completos,
colonoscopia com bidpsia e estudo histopatolégico, enema opaco, radiografia do torax,

tomografia computadorizada de térax e abdémen e/ou ultrassonografia abdominal.

4.4. Preparo preoperatorio

Os doentes operados de forma eletiva foram submetidos ao preparo mecanico
e bioldgico do intestino grosso. Na véspera da operacgéo foi permitida dieta liquida sem

residuos e, 12 horas antes do procedimento o doente permaneceu em jejum.

O preparo mecanico foi feito com laxante osmaético (manitol 20%) diluido em

suco de laranja e ingerido em intervalos de 10 minutos até que se completasse a
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ingestédo de 1 litro da solucdo, associado a enteroclismas com fosfato sodico, quantos
fossem necessérios até o clareamento completo do liquido de excrecéo intestinal.

A reducdo do contetdo bacteriano colorretal deu-se por meio de metronidazol
em trés doses de 400mg a cada 8 horas, iniciadas 24 horas antes do procedimento

operatorio.

4.5. Técnica operatéria

Os doentes foram submetidos a anestesia geral a critério do Servico de
Anestesiologia. Depois de alcancar plano anestésico adequado, o acesso a cavidade
abdominal foi realizado através de celiotomia mediana que se estendeu de acordo com
a necessidade de acesso adequado a cada doente. A parede abdominal foi aberta por

planos e as bordas da incisdo protegidas pela fixagdo de compressas cirurgicas.

Em seguida, realizou-se inventario da cavidade abdominal com o intuito de se
confirmar a ressecabilidade do tumor e identificar metastases intracavitarias. Os
doentes que apresentaram doenca metastatica no figado foram submetidos a biépsia

local para posterior confirmacao histopatoldgica.

As resseccdes seguiram o padréo das cirurgias oncologicas com disseccdo da
veia de drenagem seguida da ligadura da artéria correspondente a lesdo antes da
manipulacdo da neoplasia. A ligadura arterial distal ficou marcada com fio longo. A
extensdo necessaria foi determinada pela necessidade de ablacdo dos linfonodos

extramurais, 0s quais acompanham 0s vasos colicos dos seguimentos acometidos.

4.6. Exame histopatoldgico
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O estudo histopatoldgico dos doentes selecionados foi realizado por patologista
experiente no diagnéstico de CCR, que nédo teve acesso aos demais aspectos do

estudo.

Para a realizacdo do estudo histopatologico todos os espécimes cirlrgicos,
previamente fixados em solucdo de formalina a 10% foram incluidos em blocos de
parafina. Trés cortes de 4 «m foram obtidos de cada bloco na periferia do tumor, para
obtencdo de areas com e sem tumor, sendo corados pela técnica de Hematoxilina-
Eosina (HE) para diagndstico anatomopatologico. A verificacdo de comprometimento
neoplasico dos linfonodos ressecados foi avaliada por meio de cortes corados por HE.
Quanto ao grau histologico os carcinomas foram classificados em bem diferenciados,
moderadamente diferenciados, pouco diferenciados considerando a extensao da

aparéncia glandular dos carcinomas.

Todos os doentes foram classificados de acordo com o estadiamento TNM
(Sobin e Wittekind, 2002).

4.7. Técnica de imunoistoquimica (E-Caderina, beta Catenina e MLH-1)

Para a realizacdo do estudo imunoistoquimico todos os espécimes previamente
fixados em formol e incluidos em blocos de parafina foram submetidos a dois cortes
adicionais de 4cm depositados em laminas previamente salinizadas. As laminas foram
desparafinadas por trés banhos sucessivos de 5 minutos em xilol e trés banhos em
etanol absoluto. A seguir, acondicionadas em recipiente proprio e submersas em
solucdo tampao fosfato de sédio (PBS) 0,05M e pH 7,2 por 10 minutos. Foi realizado
bloqueio das peroxidases enddgenas pelo gotejamento de perdxido de hidrogénio 30
volumes a trés por cento, em camara umida a temperatura ambiente durante 10
minutos, seguido de mais uma lavagem com PBS por 10 minutos. Terminada esta
etapa, realizou-se a recuperacao antigénica. As laminas foram acondicionadas em cuba
com solugdo de citrato 10mM, pH 6,0 e submetidas ao calor em banho-maria a
temperatura de 35°C por periodo de 40 minutos e, ao final deste processo, deixadas
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esfriar por 20 minutos em temperatura ambiente, sendo realizada lavagem com PBS
por 5 minutos. As laminas foram coradas por meio da técnica imunoistoquimica com
anticorpo monoclonal anti beta Catenina, anticorpo monoclonal anti-E-Caderina e

anticorpo monoclonal anti-MLH1 (Sigma Chemical CO®, Saint Louis, EUA).

O complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC - Dako Cytomation®,
Copenhagen, Dinamarca) adaptado as condi¢des laboratoriais foi utilizado. As laminas
foram incubadas com anticorpo especifico diluido em albumina bovina (Sigma Chemical
CO®, Saint Louis, EUA) durante 16 a 18 horas a 4°C. Em seguida, lavadas em tampao
PBS, com trés trocas de trés a cinco minutos e incubadas com anticorpo secundario
biotinilado (anti-IG - Dako Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca) diluido em albumina
bovina durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguiram as etapas: lavagem em
tampdo PBS com trés trocas de 5 minutos cada; incubacdo com o complexo ABC
diluido em tampao Tris, durante 30 minutos a temperatura ambiente; lavagem em
tampdo PBS com trés trocas de trés a cinco minutos cada; revelagdo com solucao de
diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical CO®, Saint Louis, EUA) 0,6%, perdxido de
hidrogénio (H202) 0,06%. As laminas foram lavadas em agua corrente e &gua
destilada, contracoradas com hematoxilina de Harris por um minuto, e novamente

lavadas em agua corrente e agua destilada.

O processo final de desidratacdo das laminas obedeceu as seguintes
passagens: etanol 80 %, etanol 90 %, etanol absoluto, xilol 1, xilol 2, xilol 3. Apés o

processo de imunocoloragao as laminas foram montadas com laminula e resina.

4.8. Analise histopatoldgica das laminas imunocoradas

A analise microscopica das laminas foi realizada com o auxilio de microscopio
optico comum, com ajuda de lente objetiva de 100x e com magnificacéo final de 400x. A
leitura de todas as laminas foi realizada por patologista experimentado na interpretacao
imunoistoquimica e que ndo teve acesso aos dados dos pacientes. A reacdo foi

considerada positiva quando a expressado ocorreu de modo difuso, com pontos de
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intensidades variaveis, e distribuicdo homogénea. Controles, positivo e negativo, foram

adotados para garantir a qualidade das laminas.

Foram avaliadas areas em graus semelhantes de diferenciacdo de modo
aleatdrio. A imunocoloracéo foi analisada de acordo com o contetdo da imunorreacao e
localizacdo predominante da expressdo do antigeno beta Catenina e E-Caderina
conforme descrito no item 4.10. A positividade do anticorpo anti-MLH1 foi utilizada

apenas como critério de inclusédo/excluséo de casos para o estudo.

4.9. Determinacdo do contetdo das proteinas de adesdo, beta Catenina e
E-Caderina, no tecido neoplasico por processamento de imagem assistido por

computador

O sistema de captacdo de imagem € composto por camera Digital Color
(Sansung® SCC 131), acoplada a microscopio (Nikon® (-photo-2-YSC), ligado a
monitor (Dell®, 17 polegadas) e ao computador (Dell-Dimension®, processador
Pentium 4, dual-core, 1.8 Mb, plataforma Windows XP®).

O processamento da imagem foi formado por niveis de cores e tonalidades

distintas, permitindo a visibilizacao de estruturas.

A imagem da lamina observada no monitor foi focalizada e em seguida captada
por programa de aquisicdo de imagem. As imagens adquiridas foram congeladas e
analisadas pelo sistema. A mensuracao foi executada com aumento de 100X em area
representativa da neoplasia. Foi adotada a medida de subtracdo RGB (Red, Green,
Blue), e o valor da quantificacdo da analise computadorizada foi o da média obtida por
trés medidas da mesma lamina em campos representativos da neoplasia e da

graduacéo histoldgica.

Ao selecionar determinada estrutura tecidual, no caso a imunocoloracdo da beta

Catenina ou da E-Caderina, apenas ela foi observada de modo colorido, realgando
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estruturas da imagem pela imunocoloragéo especifica. O programa associou tabela de
cores aos valores numeéricos dos pontos que compunham a imagem. Somente a
estrutura composta pelos numeros resultantes da combinacdo RGB que o usuario
selecionou apareceu colorida na tela do monitor, deixando escuro todo o restante da

tela.

Usou-se filtro da meédia para reduzir rapidamente os ruidos eletrénicos,
minimizando o contraste nas bordas da imagem para atenuar as distorcdes geradas por
processo de digitalizacdo e produzidas por interferéncias elétricas diversas. O calculo
da média foi feito pela convolucdo de méascara de 3x3, onde o pixel central da mascara

foi substituido pelo da média desse, com seus oito vizinhos.

O programa analisou a imagem, permitindo ao usuério tomar conhecimento dos
valores correspondentes a densidade Optica e da quantidade de imunocoloracdo da

beta Catenina ou E-Caderina no tecido selecionado.

O pesquisador nao teve prévio acesso ao estadio TNM ao qual pertencia o

paciente do espécime analisado.

4.10. Andlise da expressao das proteinas de adesdo beta Catenina e E-

Caderina

A analise da imunocoloracédo foi classificada de acordo com seu contetdo e

localizagao da imunocoloracdo conforme se segue:

a) Conteudo de beta Catenina e E-Caderina nos tumores, expressos conforme

descrito no item 4.9.

b) Localizacdo predominante da imunocoloracdo das proteinas de adesé&o

classificadas em:

- Membranosa, quando a imunorreacdo ocorreu predominantemente na

membrana celular do adenocarcinoma;
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- Citoplasmética, quando a imunorreacdo ocorreu difusamente no
citoplasma celular, associado ou ndo ao componente membranoso.

Figura 5. Padrédo de adeséao da imunocoloracao proteica. E-
Caderina citoplasmatica (Magnificacdo de 400x)
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Figura 6. Padréo de adesédo da imunocoloracéo proteica. E-
Caderina membranosa (Magnificacao de 400x)

Figura 7. Padrdo de adesdo da imunocoloracdo proteica.
Beta Catenina membranosa (Magnificacdo de 400x)
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4.11. Andlise estatistica

A andlise dos resultados obtidos foi realizada adotando-se nivel de significancia
menor que 5% (p<0,05), mediante os seguintes modelos: estatistica descritiva; medidas
de tendéncia central; Teste de normalidade; Teste de igualdade das médias (t de
Student); Teste de igualdade de medianas (Mann-Whitney); Analise de variancia
(Kruskal-Wallis).

Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o programa de analise

estatistica SPSS for Windows, versao 13.0.
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados sob a forma de tabelas ou figuras. A presencga
do asterisco indica existéncia de significancia para p < 0,05. Dados individuais estao
apresentados no ANEXO 1.

5.1 Distribuicao por género e idade

& Mulher%
@ Homem%

Figura 8. Distribuicéo por género

14%%

& <%55%anos%

: 24%% W 55L64%anos%

. 65L74%anos%
i 75L84%anos%

Figura 9. Distribuicdo por idade
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5.2 Quanto a beta Catenina

Tabela 1. Conteudo de beta Catenina em relagdo ao género

Variavel Classificacao n Média(%) CIl-95% p
Homens 13 4,90 3,0-6,7
Sexo 0,59
Mulheres 16 5,34 3,9-6,8
Mann-Whitney
n - numero; CI - Intervalo de Confianca; p - nivel de significancia; * p< 0,05
Tabela 2. Conteudo de beta Catenina em relagédo a idade
Variavel Classificacao n Média(%)  CI-95% p
< 55 anos 9 5,60 3,14-8,05
55-64 anos 9 4,97 3,12-6,8
Idade 0,3
65-74 anos 7 3,86 2,02-5,69
75-84 anos 4 6,78 0,7-12,8
Kruskal-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05
Tabela 3. Contetdo de beta Catenina em relacdo ao grau histolégico
Variavel Classificacao n Média(%)  CI-95% p
Bem diferenciado 5 5,90 3,5-8,2
Grau Moderadamente 4
_ _ ) _ 23 5,05 3,7-6,3 0,48
Histologico diferenciado
Indiferenciado 1 3,40 -

Kruskal-Wallis

n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Tabela 4. Conteudo de beta Catenina em relagéo ao estadio TNM

Variavel Classificacao n Média(%) CIl-95% p
[ 5 3,6 0,43-6,88
TNM Il 8 4,2 2,85-5,55 0.04%
1 8 4,8 2,56-6,91
\Y, 8 7.4 4,79-10,00
Anova

n- numero; Cl- Intervalo de Confianca; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Figura 10. Conteudo de beta Catenina nos estadios TNM
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Tabela 5. Conteudo de beta Catenina em relagédo a profundidade de invasédo tumoral na
parede do cdlon

Variavel Classificacao n Média(%) CI-95% p
T1 1 1,49 -
Profundidade T2 4 4,20 0,01-8,40
de Invasdo (T) T3 16 4,57 3,25-5,88 0.03°
T4 8 7,22 4,98-9,45

Kruskal-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianc¢a; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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10,00+
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4,00+
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0,00 =

T

Figura 11. Conteudo de beta Catenina e profundidade de invasao tumoral
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Tabela 6. Conteudo de beta Catenina em relagdo ao acometimento linfonodal

Variavel Classificacao n Média(%) CI-95% p
NO 13 3,99 2,8-5,18
Linfonodos (N) N1 8 4,75 2,59-6,90 0,05*
N2 8 7,40 4,7-10,00

Kruskal-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianc¢a; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Figura 12. Conteudo de beta Catenina e acometimento linfonodal em adenocarcinoma
colorretal
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Tabela 7. Conteudo de beta Catenina em relagdo a presenca de metastase a distancia

Variavel Classificacao n Média(%) CI-95% p
ausente 13 3,99 2,80-5,18
Metastase 0,04*
presente 16 6,07 4,43-7,72

Mann-Whitney

n- numero; Cl- Intervalo de Confianc¢a; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Figura 13. Conteudo de beta Catenina e presenca de metastase tumoral
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Figura 14. Correlacédo do contetdo de beta Catenina nos estadios TNM

Tabela 8. Conteudo de beta Catenina em relagdo ao local de expressao

Variavel Classificacéo n Média(%) CI-95% p
Local de Membranoso 8 7,73 5,40-10,10 0.005*
Expresséo Citoplasmatico 21 4,16 3,20-5,10 ’

Kruscal-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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5.3Quanto a E-Caderina

Tabela 9. Conteudo de E-Caderina em relagdo ao género

Variavel Classificacao n Média(%) CIl-95% p
Homens 13 3,23 2,00-4,50
Sexo 0,18
Mulheres 16 3,94 2,90-5,00
Mann-Whitney
n- numero; Cl- Intervalo de Confianca; p- nivel de significancia; * p< 0,05
Tabela 10. Contetdo de E-Caderina em relacdo a idade
Variavel Classificacao n Média(%)  CI-95% p
< 55 anos 9 3,89 2,30-5,47
55-64 anos 9 3,90 2,35-5,47
Idade 0,21
65-74 anos 7 2,42 1,29-3,55
75-84 anos 4 4,43 0,16-8,69
Kruskall-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianca; p- nivel de significancia; * p< 0,05
Tabela 11. Contetdo de E-Caderina em relagédo ao grau histolégico
Variavel Classificacao n Média(%) CI-95% p
G Bem 5 4,82 2,00-11,60
rau
_ _ Moderadamente 23 3,56 2,70-4,30 0,04*
Histoldgico _ _
Indiferenciado 1 1,46 -

Kruskal-Wallis
n- numero; CI- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05

48



16
800 ar °
29
O
5,00
€
2
(&) —
u
400+
£
200
—
p=0,04
I 1 1
Bem Moderadamente Pouco
Diferenciagdo
Figura 15. Contetdo de E-Caderina e grau histolégico
Tabela 12. Contetdo de E-Caderina em relacéo ao estadio TNM
Variavel Classificacao n Média(%) CIl-95% p
I 5 2,77 1,40-4,20
_ I 8 3,31 1,60-5,10
Estadio TNM 0,49
| 8 4,03 2,30-5,80
\Y, 8 4,04 2,10-5,99
Kruskal-Wallis

n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Tabela 13. Contetdo de E-Caderina em relagéo profundidade de invasédo tumoral na
parede do colén

Variavel Classificacdo n Média(%) CI-95% p
T1 1 2,00 -
Profundidade T2 4 2,97 1,10-4,90
de Invasdo (T) T3 16 3,60 2,40-4,70 0.49
T4 8 4,30 2,50-6,03
Kruskal-Wallis

n- numero; Cl- Intervalo de Confianc¢a; p- nivel de significancia; * p< 0,05

Tabela 14. Contetdo de E-Caderina em relacdo ao acometimento linfonodal

Variavel Classificacdo n Média(%) CIl-95% p
NO 13 3,11 2,05-4,20
Linfonodos (N) N1 8 4,03 2,30-5,80 0,33
N2 8 4,04 2,10-6,00

Kruskal-Wallis
n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05

Tabela 15. Conteudo de E-Caderina em relacdo a presenca de metastase a distancia

Variavel Classificacao n Média(%) CI-95% p
ausente 13 3,11 2,05-4,20
Metastase ’ ' ' 0,14
presente 16 4,03 2,90-5,20

Mann-Whitney

n- numero; Cl- Intervalo de Confianga; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Tabela 16. Contetdo de E-Caderina em relagé@o ao local de expresséo

Variavel Classificacdo n Média(%) CI-95% p
Local de Membranoso 8 4,60 3,17-6,00 0,03*
Expressao Citoplasmatico 21 2,92 2,15-3,70
Mann-Whitney

n- numero; Cl- Intervalo de Confianca; p- nivel de significancia; * p< 0,05
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Figura 16. Conteudo de E-Caderina membranoso e citoplasmatico
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6. DISCUSSAO
6.1. Quanto a epidemiologia do CCR

Nos ultimos anos a incidéncia de CCR parece ter atingido estabilidade nas areas
de alto risco e parece aumentar nas antes consideradas de baixo risco. Supfe-se que
isso se deva ao envelhecimento das populacdes, a adocédo de estilos de vida com
tendéncia mais sedentaria e ao aumento na preferéncia e aceitacdo de dietas pouco
saudaveis (Cancer Facts & Figures, 2012). As taxas de incidéncia S&o um pouco mais
altas para homens do que para mulheres nos Estados Unidos (Ferlay et al., 2001). No
Brasil, as taxas ndo apresentam diferenca expressiva entre os sexos (Duarte-Franco e

Franco, 2004), em acordo com a nossa casuistica.

Embora alguns estudos evidenciem que o género feminino possa ser marcador
prognostico favoravel do cancer colorretal (Hendifar et al.,, 2009; Derwinger e
Gustavsson, 2011), ndo houve diferenca entre o conteudo de beta Catenina e de E-
Caderina entre os diferentes géneros no presente estudo. Possivelmente fatores
externos a biologia molecular estejam envolvidos neste progndstico, tais como protecéo
humoral, hormonal, a exemplo das doencas cardiolégicas, ou mesmo a busca por
auxilio médico de forma mais precoce entre as mulheres que entre homens, relacionada

a comportamento cultural.

Como acontece com a maioria das neoplasias epiteliais, a mortalidade do CCR
aumenta de forma exponencial com a idade, independentemente do sexo. Parece que a
idade estd também associada ao aumento da incidéncia e a deteccdo de adenomas
maiores € em maior niumero. Além disso, depois dos 60 anos de idade, o risco de
adenomas com displasia de alto grau, portanto de cancer, € 80% maior do que em
pessoas mais jovens (Duarte-Franco e Franco, 2004). As mais altas taxas de incidéncia
de cancer de cdlon situam-se entre 0os 75 e 84 anos de idade, respondendo por 27.2%
do total de canceres de colon diagnosticados, sendo de 19% entre os 65 e 74 anos e de
11,3% na faixa etaria anterior, entre 55 e 64 anos de idade (SEER Cancer Statistics
Review, 1975-2009). No presente estudo nédo foi possivel correlacionar a beta Catenina
e a E-Caderina as diferentes faixas etarias enquanto fator relacionado ao progndstico,
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estando 70% dos pacientes situados na faixa etaria acima dos 55 anos. Este fato pode
se dever a amostra do estudo tratar de pacientes que apresentam apenas neoplasias
de célon esquerdo, em contraste a distribuicdo relatada na literatura, sem distin¢cdes

entre os colons.

6.2. Importancia da distin¢céo entre os célons direito e esquerdo

Considerando que cerca de 70% das lesdes encontra-se em coélon esquerdo, a
distincdo entre célons parece importante, por poder se tratar de patologias distintas.
Entre estas distincdes, que podem influenciar o prognéstico da doenca, chamam
atencdo as diferencas na origem embrioldgica (Minoo et al., 2010), além das funcdes
fisiologicas (Guyton, 1996). Exemplo importante relacionado ao desenvolvimento do
adenocarcinoma de colon € a fermentacdo bacteriana que age sobre as mucinas de
forma distintas nos célons direito e esquerdo. Subtipos de mucinas sédo produzidos em
concentragfes inversas nas criptas do célon quando se consideram os diferentes
segmentos (lacopetta, 2002; Gervaz et al., 2004; Martinez et al., 2008 Li e Lai, 2009).
Este fato parece ter importancia sobre o processo inflamatério da mucosa intestinal, e,
portanto, possivelmente na carcinogénese (Ribeiro et al, 2008). Os sais biliares,
associados a risco aumentado de cancer colorretal, estdo em maior concentracdo no
célon direito (Gervaz et al., 2004). A origem vascular distinta nestes tumores também é
critério relacionado ao prognéstico quando se pensa em dissemina¢do da neoplasia, ja
gue se trata de sistema mesentérico superior ou inferior, tumores localizados no célon
direito ou esquerdo, com distribuicdo das células neoplasicas para o sistema venoso
esplancnico ou sistémico, respectivamente (Floch, 2004). Clinicamente, tumores do
colon esquerdo sdo frequentemente relacionados a sangramento vivo as evacuagoes,
obstipacdo intestinal, evacuacdes com fezes afiladas e dor abdominal em colica
(Averbach e Borges, 2004). A anemia hipocrémica microcitica, fraqueza e astenia, séo
mais frequentemente observadas em pacientes com tumores de célon direito com
grandes dimensdes, pois levam a perda oculta de sangue por tempo prolongado

(Majumdar et al.,, 1999). Estas diferencas clinicas muitas vezes podem estar
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relacionadas a busca por auxilio médico de forma mais precoce, e portanto, a
prognasticos diferentes, sendo mais sombrio no célon direito. Quando se comparam 0s
aspectos histopatoldgicos nota-se que neoplasias localizadas no coélon direito
geralmente possuem crescimento exofitico, mais comumente sdo produtoras de muco,
apresentam padréo dipléide e encontram-se menos relacionadas a presenca de polipos.
Em contraposicédo, tumores do colon esquerdo possuem crescimento ulceroinfiltrativo
ou estenosante, raramente sdo produtores de muco, geralmente sdo aneuploides e se
encontram mais frequentemente associados a pélipos adenomatosos (Pocard et al.,
1995). Estas também séo diferencas que podem estar relacionadas ao prognostico visto
gue tumores de cdélon esquerdo evoluem mais frequentemente para quadros
suboclusivos ou oclusivos intestinais. Mais de 1.000 genes sdo expressos de forma
distinta no célon descendente em comparacdo ao colon ascendente (Glebov et al.,
2003). Diversos estudos demonstraram que tanto as formas familiares quanto as
esporadicas de CCR associados a INC, tendem a ocorrer na parte distal do célon,
enquanto CCR associados a IMS tém preferéncia proximal em ambas as formas,
familial e esporadica. Tumores localizados no colon direito tém menor expressao de
beta Catenina nuclear, enquanto tumores de reto apresentam maiores expressoes de
E-Caderina (Gervaz et al.,, 2001; Jass, 2007; Li e Lai, 2009), outro fator que parece
decisivo no prognéstico, devido ao aumento proliferacdo celular. Todas estas
caracteristicas fazem crer a necessidade da distincdo entre célons esquerdo e direito
nos estudos relacionados ao prognéstico da doenca nestes segmentos.

Estudos que ndo consideram estas diferencas avaliam sob a mesma otica,
tumores diferentes, que incidem em estruturas diferentes, apesar de continuas, o que

poderia acarretar em resultados enviesados.
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6.3. Quanto arelacdo das moléculas de ades@o e 0 TNM

Os sistemas de estadiamento do cancer colorretal se baseiam nas informacdes
de extensdo de doenca e sdo importantes ndo apenas para o planejamento da
terapéutica adjuvante, mas também para avaliacdo do prognostico, estratificando
grupos de pacientes e permitindo, portanto, comparac¢des de resultados. Sabe-se que o
prognostico de pacientes com cancer colorretal apresenta-se relacionado ao grau de
penetracdo do tumor através da parede do colon, a presenca ou auséncia de
envolvimento linfonodal ou metastase a distancia. Estas trés caracteristicas formam a
base de todos os sistemas de estadiamento descritos para esta doenca (Dukes, 1932;
Steinberg et al., 1986; Sobin e Wittekind, 2002, Priolli et al., 2010).

Apesar de grande numero de estudos, ainda h& controvérsias quanto a relacéo
da expressao proteinas de adesao, disseminacdo, grau de diferenciacdo no cancer
colorretal e prognéstico (Nolet et. al, 1999; Maruyama et al., 2000; Ougolkov et al, 2002;
Khoursheed et al., 2003; Miyamoto et al., 2004; Kojima et al., 2004; Delektorskaya et al.,
2005; Jesus et al., 2005; Pignatelli et al., 2005; Elzagheit et al., 2006; Elzagheid et al,
2008; Wanitsuwan et al., 2008; Tsanou et al., 2008; Hahn-Strémberg, 2009).

Proteinas de adeséo relacionam-se ndo somente a adesdo celular, mas também
a inducdo de divisdo celular e estdo, por este motivo, relacionadas a possibilidade de

disseminacgao do cancer.

De forma distinta ao que ocorre com a E-Caderina, maiores conteudos de beta
Catenina foram encontrados em estadios TNM avancados, assim como em tumores
com maior grau de invasdo na parede do colon e com metastases a distancia. O
presente estudo é, no melhor de nosso conhecimento, o primeiro a demonstrar a
existéncia de relacdo entre afericdo objetiva de niveis de beta Catenina e estadiamento
tumoral, grau de invasdo do colon e presenca de doenga disseminada, corroborando
achados de estudos qualitativos, onde foi demonstrada a correlacdo entre o progndstico
do CCR e a expressao qualitativa, nuclear, da beta Catenina (Maruyama et al., 2000;
Ougolkov et al, 2002; Miyamoto et al., 2004; Elzagheid et al, 2008; Wanitsuwan et al.,
2008).
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Pode-se demonstrar, neste estudo, que o comportamento da beta Catenina no
adenocarcinoma de colon esquerdo apresentou-se relacionada aos estadios da
doenca. Houve certa estabilidade em seu contetudo nos estadios intermediarios (Il e 111),
demonstrado pelo platd observado na figura !. Este comportamento poderia ser
explicado pela multifuncionalidade desta proteina. Estando envolvida na proliferacédo
celular, enquanto fator transcricional, atuaria principalmente na fase de promocao do
carcinoma, enquanto que ao perder sua funcdo de adesdo celular, na fase de
progressdo da doenca, estaria relacionada a perda de contato celular. A disperséo
celular tumoral facilitaria a disseminacdo da doenca a distancia, promovendo a

formacg&o de tumores secundarios, com nova subsequente proliferacéo.

6.4. Quanto arelacdo entre moléculas de adesao e grau histoldgico

Estudos tém sido publicados, correlacionando varidveis clinicas e
histopatolégicas ao prognéstico do CCR, mas seus resultados séo conflituosos (Ponz
de Leon et al.,1992). As diferencas encontradas poderiam ser explicadas pelo grau de
subjetivismo das analises efetuadas. A distincéo histopatoldgica entre adenoma de alto
grau de displasia, carcinoma intramucoso e carcinoma superficial invasivo gera
controvérsias e variacdes de critério diagnéstico entre os patologistas. Patologistas
japoneses baseiam-se em anormalidades citolégicas, principalmente nucleares,
associadas a arquitetura glandular para o diagnéstico de carcinoma, dando origem,
desta forma, ao termo: carcinoma intramucoso. Enquanto isso, patologistas ocidentais
requerem a presenca de invasdo da lamina prépria para classificar a lesdo como
carcinoma (Willis e Riddell, 2003). Esses limites, no entanto, ndo podem ser definidos
pela coloragcdo com hematoxilina-eosina associada a um diagnéstico subjetivo. O
Consenso de Viena reafirma este debate, quando o diagnéstico de cancer foi dado por
5-40% dos patologistas ocidentais e 45-75% dos patologistas japoneses. Conclui-se
gue, tanto patologistas ocidentais quanto japoneses foram incapazes de alinhar os trés
seguintes diagndsticos: adenoma com alto grau de displasia, carcinoma néo invasivo (in

situ) e suspeicéo de carcinoma invasivo (Rubio, 2003). Estes estudos evidenciam, uma
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vez mais, a necessidade de se estabelecer um critério diagndstico objetivo de analise,

tal como a analise auxiliada por computador.

Estudos in vitro mostraram que a perda da E-Caderina pode estar associada com
a disseminacdo e a menor diferenciacdo no cancer colorretal. Os autores sugerem que
a expressado da E-Caderina pode ser usada como marcador de recorréncia do cancer
colorretal (Kojima et al., 2004) e reafirmaram a perda da expressédo da E-Caderina em
tumores colorretais menos diferenciados (Kojima et al., 2004; Delektorskaya et al.,
2005; Pignatelli et al., 2005; Elzagheit et al., 2006; Tsanou et al., 2008). Estes achados
contradizem estudos que néo relacionam a expressdo da E-Caderina com fatores
morfolégicos ou progndsticos do cancer colorretal (Nollet et al., 1999; Hahn-Strémberg
et al., 2009). No presente estudo, menores contetdos de E-Caderina associaram-se a
piores graus histolégicos do adenocarcinoma de coélon esquerdo, corroborando
pesquisas que relacionam a forma de expressdo da E-Caderina ao grau histolégico do
tumor (Kojima et al., 2004) mas, de forma nunca antes publicado, revela que o conteddo
de E-Caderina no tecido tumoral relaciona-se ao grau histolégico do cancer (Martinez et
al, 2011; ANEXO 2).

N&o ha diferenca entre graus histologicos e o conteudo de beta Catenina, de
forma distinta ao achado da E-Caderina. Este resultado sugere que a proteina
inicialmente envolvida com a diferenciacdo neoplasica é a E-Caderina. Corroboram
estes achados, dados que sugerem o envolvimento de proteinas de adesdo como
estagio inicial do desenvolvimento da sequéncia adenoma-carcinoma (Chen et al.,
2008).

E-Caderina, quando pesquisada no tecido epitelial normal tem sua expressao
sistematicamente preservada, distribuida de forma homogénea na membrana celular
(Ramburan e Govender, 2002; Delektorskaya et al., 2005). Corroborando outros
estudos, foi possivel demonstrar que nas células com adenocarcinoma colorretal
esquerdo h& maior expressdo de E-Caderina citoplasmatica (Fig. 4), acompanhando a
maior expressao de beta Catenina também neste local (Filiz et al., 2010; El-Bahrawy et
al., 2001; Stanczak et al., 2011).
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6.5. Comentérios finais

A decisdo quanto ao tratamento a ser instituido no adenocarcinoma do célon
permanece dependente principalmente do estadiamento da doenca. No entanto, até
hoje, ndo foi estabelecido de forma eficiente, marcador capaz de predizer o prognostico
deste tumor e, de forma mais acurada, determinar se o paciente devera ou nao ser
submetido as terapias adjuvantes. A analise protedmica do conteudo tecidual de
moléculas de adesdo, combinado aos parametros ja estabelecidos de progndstico do
CCR, poderiam melhorar os critérios de selecdo, principalmente naqueles pacientes
com Estéadio Il da classificacdo TNM da doenca. E neste contexto que a avaliacdo do

conteudo tecidual de beta Catenina e E-Caderina tém seu importante papel.

Quando as caderinas formam as jun¢fes aderentes, na célula normal, moléculas
de beta Catenina séo transferidas do citoplasma para regibes mais préximas a
membrana para organizacao do citoesqueleto, prevenindo a translocacao livre da beta
Catenina do citoplasma para o nudcleo celular. Quando um componente deste cinturdo é
perdido, como a E-Caderina, ha liberacdo de beta Catenina, que atuard& como
estimulante a proliferacdo celular induzindo a proliferacdo. Somado a isso, havera
ativacdo das metaloproteinases e colagenases teciduais, facilitando o destacamento

celular e invasao do tumor a distancia.

No CCR, estudos demonstraram que mutacdes na beta Catenina podem resultar
em seu acumulo no citoplasma e no nucleo celular, resultando em aumento da atividade
transcricional. Mutacdes que inativam a proteina APC, ocorréncia comum em cancer do
célon ou que ativem a proteina beta Catenina, levam a falha de degradacédo e
consequente estabilizacdo e acumulo da beta Catenina no citoplasma, levando a
ativacdo aberrante da via WNT. Desta forma, se houver maior quantidade de beta
Catenina livre no citoplasma podera existir maior atividade transcricional nuclear, o que

favoreceria, em ultima instancia, a proliferacédo celular.

Na presenca de menores contetdos de E-Caderina, a beta Catenina atua como
fator transativador, induzindo transcricdo de genes que controlam a proliferacao celular.
Parece logico supor entdo, que maiores conteudos de beta Catenina no citoplasma
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relacionam-se a maior estimulo a proliferagcéo e desarranjo do citoesqueleto, e, portanto
ao pior prognaostico.

Em portadores de tumor com grande conteddo de beta Catenina, poder-se-ia
indicar terapia alvo para prevenir a disseminacdo da doenca. Contudo, para que esta

afirmativa possa ser confirmada, novos estudos seriam necessarios.

A despeito do pequeno numero de casos apresentados neste estudo, pode-se
demonstrar associacao entre a E-Caderina, beta Catenina e variaveis relacionadas ao
prognostico, tais como grau de diferenciacdo, invasao do tumor na parede do célon,
acometimento linfonodal e disseminacdo a distancia. Este resultado de deve a
homogeneidade da amostra que analisou exclusivamente célon esquerdo. Estudos que
incluam analise de sobrevida deverdo ser realizados, com maior numero de casos,

intencionando corroborar com os dados aqui apresentados.
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7. CONCLUSAO
Pode-se concluir, segundo o delineamento desta pesquisa, que:

Ha relacdo entre o contetdo das proteinas de adeséo celular, E-Caderina e beta
Catenina, a fatores progndsticos do adenocarcinoma do colon esquerdo, estando a E-
Caderina relacionada ao grau de diferenciacdo e a beta Catenina ao estadio TNM no

adenocarcinoma de c6lon esquerdo.
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9.1. ANEXO 1 - Dados Individuais da amostra
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Beta-catenin and E-cadherin tissue “content”

as prognostic markers in left-side colorectal
cancer

Natalia Peres Martinez, Danilo Toshio Kanno, José Aires Pereira, Izilda Aparecida Cardinalli and
Denise Gongalves Priolli*
Sdo Francisco University Medical School, Braganga Paulista, Sao Paulo, Brazil

Abstract. Aim: To investigate the relationship between beta-catenin and E-cadhierin tissoe quantitative expression (content) in
tumors and clinical prognostic factors in patients with left colon cancer.

Maierial and Methods: Twenly nine patients with colon adenocarcinoma located distal to the splenic flexure were studied.
Diagnosis and histological variables related to adenocarcinoma prognosis were evaluated using hematoxylin-eosin.  Beta-
caienin and E-cadhenn were analysed by immunohistochemistry with specific anti-beta-catenin and anti-E-cadherin monoclonal
antibodies. Tissue quantitative expression {content) was determined by computer assisted image analysis method. Resuls were
analysed with stutistical tests, adopting o significance level of 5%,

Resulis: There are correlations between beta-catenin and TNM stage (p < 0.01). There are progressively greater amounts of
beta-catenin in patients with deeper invasion of the tumor in colon layers (p = 0.03), progressive Iymph node involvement (r =
0.05). as well as in patients with distant metastasis (p = 0.04), Worse histolpgical grades are relwed 1o lower expression of
E-cadherin in tumor tissue (p = 0.01).

Conclusions: E-cadherin can be used as an indicator of tumor differentiation degree, whereas beta-catenin can be used as o
predictor of invasion depth and spread of distal colorectal cancer.

Keywords: Colorectal carcinoma, beta-catenin, e~cadherin, immunofistochermstry, image processing, computer-assisted. prog-
nosis

1. Introduction tricate system of cell adhesion, which is composed
of many proteins. In this cell adhesion system, the
cadherin-catenin complex plays a prominent role, E-
(CRC) from the normal colonic mucosa has been well cadherin is a member of the cadherin family, and acts
established as being mediated by a sequence of muta- by mediating cell-to-cell and cell-to-extracellular ma-
tions in genes controlling proliferation, differentiation, trix interactions, thus retaining the integrity of epithe-
adhesion and cell apoptosis. The ability of these cells lial tissue. 1t belongs to the family of ransmembrane
to divide as well as the loss of cell adhesion, allow- glycoproteins and participates in the maintenance of
ing uncontrolled growth and spread to other organs and cell phenotype. Beta-catenin is of major importance
fissues, are two of the main facuas telated to discase for maintining tissue integrity. It also participates in
prognosis [1]. the Wnt pathway as a transactivator of nucledr tran-

Normual colon mucosa epithelial cells are closely ad- seription factors | 2], Thus. both E-cadherin and beti-
hered 1o cach other and the basal lamina through in- catenin play an important role in the morphogenesis
and maintenance of tissue integrity.

Despite significant advances in understanding the

Since 1990, the emergence of colorectal cancer
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in neoplastic cells can be used o predict the evolution
of the CRC. Some studies have demonstrated the prog-
nostic value of cytoplasmic beta-catenin, whereas oth-
ers suggest that there is an independent prognostic val-
ue of nuclear beta-catenin [3-7]. Another change that
seems to be correlated (o the prognosis is the loss of
function of E-cadherin. Studies show a relationship be-
tween E-cadherin and differentation, tumor size, his-
tological type and metastasis. but the results remain
inconsistent [8-17].

It is possible that the conflicting resulis in the litera-
tureregarding the prognostic value of adhesion proteins
m CRC are due to lack of standardization of positive or
negative results, in addition to the different immunohis-
tochemical techniques and varying methods of results
analysis employed in different studies. Most studies de-
termine the cadherin-catenin expression in @ subjective
way, rather than using a method that would enable the
precise quantification of tissue, Likewise. these stud-
ies have analysed the expression of proteins in tumors
of the colon and rectum together, without considering
the differences between both, i.¢e. differences between
gene expression found in cells of the colonic mucosa
when comparing wmors located before and after the
splenic flexure [18,19], Different gene expression can
modify both the pattern of tissue expression and the
tissue adhesive proteins between the proximal or distal
colon. The measurement of the tissue content of these
proteins with precise methods of analysis and better
studied case selection eriteria could contribute to a bet-
ter understanding of the dissemination mechanisms and
consequently, the prognosis of the disease.

Thus, the objective of this study is to relate the con-
tent (quantitative expression), of the cell adhesion pro-
teins E-cadherin and beta-catenin to the prognosis of
patients with colorectal adenocarcinoma of the distal
colon.

2. Materials and methods
2.1, Ethics

This study followed all the guidelines provided by
the Sao Francisco University Ethics Research Com-
mittee, the requirements ol the National Research
Ethics (CONEP) of the Ministry of Health (Resolution
CNS196/96) and the Code of Ethics of the World Med-
teal Association (Declarstion of Helsinki)., The study
wiss approved receiving report number 0002.0.142.000-
07,
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2.2, Patients

We studied 29 patients (17 females and 12 males)
with a mean age of 5§ years that were diagnosed with
adenocarcinoma of the distal colon. All patients were
operated by the same surgical team between September
2008 und February 2009, Patients with tumors located
before the splenic flexure or with a history suggestive
of hereditary colorectal cancer, as well as putients who
were undergoing neoadjuvant therapy, were excluded.

Before surgical treatment, all patients were submit-
ted 10 clinical wmor staging including chest radio-
graphs and/or computed tomography, computed to-
mography of the abdomen and pelvis as well as cardio-
logic evaluation. The tumor staging was done accord-
ing to the guidelines of the American Joint Committee
on Cancer (AJCC).

Several variables related to disease prognosis were
analysed: age, gender, carcinoembryonic antigen
(CEA). histological grading of tumor differentiation
(well. moderately. poorly), depth of invasion into the
colon wall {T1. T2, T3 and T4), metastatic lymph node
mvolvement (N) and distant metastasis (M). The last
three elements are combined 1o determine the TNM
classification of the tumor.

To perform The histopathological study, all surgical
specimens previously fixed in a 10% formalin solution
were covered in paraffin and stained with hematoxyli-
neosin (HE).

The measurement of serum CEA was performed us-
ing & chemiluminescence technique. Blood samples
were collected by venipuncrure immediately before the
operation and sent promptly to the laboratory for anal-
ysis.

2.3, Immunolustochemistry technique

It was presented in previous study [20].  Briefly,
specimens were covered in paraffin and three shices
of 4 microns were removed from the periphery of
the tumor. The slides were mounted after being de-
waxed in three successive baths of xylene for 5 min-
utes, followed by an alcohol wash and a distilled wa-
ter wash. The slides were submerged in phosphate
buftered sodium 0.05 Mol pH 7.2 (PBS) for 10 min-
utes and dried with filter paper. The blocking of en-
dogenous peroxidase with 3% hydrogen peroxide 30V
was carried out In a moist chamber at room tempera-
ture for 10 minutes, followed by another PBS wash for
10 minutes. Antigenic retneval wis performed with a
citrie solution (.05 Mol ata pH of 9.0) in o water
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Fig | Patiem of adhesion protein immunostaining. A~ Citoplasmic E<cadherin expression B-membranous E-cadbenin expression C'- Normal

beta-catenin expression (magnification of 400x )

bath at 95°C for a period of 40 minutes, At the end
of this process, the slides were cooled at room temper-
ature and washed a final time in PBS for 5 minutes.
The primary specific monoclonal antibodies, anti-E-
cadherin (Dako CYTOMATION®, Copenhagen, Den-
mark) and anti-beta-catenin Dako CYTOMATION®,
Copenhagen, Denmark), were diluted at a ratio of
1:50 in bovine serum albumin (Sigma®, Saint Louis,
USA). All sections were covered with approximately
100 gL of this solution and placed in 8 moist chamber
at 40C for 24 hours. After this period, the sections
were once more washed with PBS for five minutes and
then incubated with secondary antibody (Biotinylated
Link Universal® Dako CYTOMATION, Copenhagen)
in a moist chamber for one hour at room tempera-
ture. Another washing with PBS was performed and
the streptavidin-HRP complex (LLSAB + System HRP.
Dako CYTOMATION®, Copenhagen, Denmark) was
applied for one hour. After additional washing with
PBS, the slides were stained with Diaminobenzidine
(DAB), prepared five minutes before the end of the ex-
posure time 10 the dripped ABC complex, and incubat-
ed for three minutes. Following the DAB incubation,
the slices were washed in bath tap water and distilled
water and counterstained with Harris hematoxylin for
45 seconds, After a final wash with distilled water,
the slices were dehydrated by submersion in increasing
concentrations of ethanol and xylene, two times in a
one-minute period. Finally the slides were mounted
with resin and glass, labeled and analyzed. The reac-
tion was considered positive when the expression was
diffuse with points of varying intensities and homoge-
‘neous distribution. The negative control was generated
using the same staining technique without the addition
of primary antibody. The positive control came from
known positive immunohistochemical stain sample.

2.4, Immunohistoquemistry patter

The evaluation of the immunoreaction expression
pattern of beta-catemn ind E-cadherin in each slide was
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performed with a light microscope (H550-S, Nikon®)
with a final magnification of 400x. The pattern of pro-
tein expression was always assessed in areas that had
similar degrees of histological differentiation, The pat-
tern of adhesion protein immunostaining was classi-
fied as cither membranous or cytoplasmic (Fig. 1) by a
pathologist experienced in immunohistochemistry.

2.5. Content of beta-catenin and E-cadherin

The quanufication of beta-catenin and E-cadherin
present in cach selected visual field was determined us-
ing image analysis assisted by computer. The selected
images in each slide were captured by i camera attached
to the microscope. The system for image capture is
composed of a digital color camera (Nikon DSFi1®)
coupled to the optical microscope (H550-S-Nikon®),
which is connected to an LCD monitor (Dell®, |7 inch-
es) and PC (Dell Dimension®, Pentium 4, dual-core,
3 GB of RAM in Windows XP® platform). After cap-
ture and scanning, the images were evaluated by specif-
ic image analysis (NIS-Elements, Nikon®). The pro-
gram combines numerical values of points in the his-
togram of color that make up the image, allowing the
user to numerically express the quantity of immunos-
taining in euch field analyzed. The quantity of im-
munostaining represents the amount of protein in the
tissue abserved, Since it is quantitative analyses, it is
measured in terms of content defined as “the sum that is
contained in the tissue." The measurement was always
made at 100x in an area representative of the tumor.
For the fina! value, we considered the average values
obtained after reading three separate fields on the same
shde.

2.6. Stavistical unalysis
The results analysis was sccomplished by adopting

o significance level less than 5% (p < 0.05) in the
following measures: descriptive statistics, measures of
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Tabic |
DY, s between the of the tissue adhesive proteins (heta-catenin and e-cadherin) and the varahles echated
1o the prognosis of the disease
Jocatenim () E-cadhenn ()
Variablcs n Mean  CI195% p Mcan  C 9% [
Hisological Grade Well 5 359 352 048 48 20-116 004
Moderate 2 508 37-63 136 2743
Poor 1 34 - 140 -
TNM stage I 5 36 G43-688 04 2m 1442 0.49
" § 42 2.85-355 331 1.6-5.1
m B 4R 256-60 403 23.5%
w g 74 479-10 404 21-599
Deep of invasion (T) Tl LE B ) - 00 2.00 - 049
™ 4 42 001-84 297 L1449
™ 16 457 325-588 ie 2447
T4 g 122 498945 43 2.5-6.0%
Lymph noddes (N) NO 13 39 28-518 005 3.1 20542 033
NI 8 475 15969 403 2358
N2 8 740 47-10 4 2100
Metastasis (M) absence: 13 399 28518 004 i 10542 014
presen) 6 607 440972 403 29-5.2
Immuncexpeession side Membrasows & 773 S4-101 *0.008 460  317-00 0O
Cywplasmic 21 416 32-51 292 21837
n = number of p CL = Conficl interval; * w significant,

central tendency. normality test, analysis of variance
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney), and the association
test of Spearman. The data were analysed with the
statistical analysis program SPSS for Windows, vergion
13.0.

3. Results

Table 1 shows the comparison between beta-catenin
and E-cadherin tissuc content and the vanables selected
for the study.

Beta-catenin content in membranous expression is
significantly higher than i cytoplasmic expression
(p = 0.005). The loss of beta-catenin expression in
the basal membrane is related to the worst degree of
tumor histological grade (rs = 0.535,p = 0.003). Low-
er amounts of beta-catenin relate to less differentiated
CRC.

There is a correlation between beta-catenin and sev-
eral of the measured vanables: TNM stages of colorec-
tal carcinoma (p < Q.01 rs = 0.48) with progressive
increase of the content of bets-catenin in tumor tissue
(2 = 0,04) and progressive invasion of the tumor at the
deepest layers of the colon (p = 0.03, rs = 0.508), with
averages of 1L.49% ., 4.2%., 5.7% und 7.22% respectively
for T1 tumors, T2, T3 and T4 (p = 0.03).

There 15 progressive increase of beta-catenin con-
tent in tumors of patients with progressive lymph node
invasion (p = 0.05), as well as significant difference

(p = 0.04) in beta-catenin content between patients
who presents or do not present distance metastasis,
There is a refationship between the E-cadherin quan-
tity expression and the distribution of membranous
or cytoplasmi¢ immunoreactivity (rs = 0393, p =
0.03), with a mean significantly higher for the mem-
branous distribution of E-cadherin (p = 0.03). Worse
tmor grades were associated with smaller content of
E-cadherin in tumor tissue (rs = 0.464, p = 0.01).

4. Discussion

Adhesion proteins are related not only to the forma-
tion of the intercellular adhesion system, but also to
proteins that induce cell division und are therefore re-
lated to possible spread of cancer, One of the molecular
principles involved in this mechanism s the degrada-
tion of the primary tumor cells, mediated by catenins
and cadherins. Despite a great number of studics, there
are still controversies about the relationship among the
expression of adhesion proieins, dissemination and the
depree of cell differentiation in colorectal cancer |3
171

It is possible that the conflicting results in the liter-
ature regarding the prognostic value of adhesion pro-
teins in CRC based on tumor location in the proximal or
distal colon segments. Tumaors located in the peoximal
colon represent a distinet group with clinical and patho-
logical features different from tumaors located in the dis-
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tal colon | 19.21-23]. 1t s possible that these genotypic
differences are related to the different phenotypes seen
in tumors Jocated in the two intestinal segments [24].
When comparing histopathological aspects, it i5 noted
that umors located in the proximal colon are usually
exophytic and most commonly produce mucus, The
flow cytometry pattern is diploid and tumors are less re-
lated to the presence of polyps. These tumors are gen-
crally considered “de novo™ [24]. In contrast, tumors
of the distal colon have ulcerative-infiltrative growth
or are stenatic, rarely producing mucus. The flow cy-
tometry patterns are usually ancuploid, and these tu-
mors are most often associated 10 adenomatous polyps.
Microarray techniques allows concomitant analysis of
simultaneous expression of thousands genes obtained
from the same tissue sample. It was demonstrated that
the expression of genes that control the cell cycle dif-
fer between the proximal and distal colon, suggesting
that there are different response mechanisms of genes
for intraluminal carcinogens action [19-24], This ev-
idence supports the idea that there are difterent path-
ways involved in CRC carcinogenesis [24] and, thus,
Justifies evaluating tumors in the distal colon separately
from tumor in the proximal colon.

The E-cadherin is determined by chromosome
16924, a region frequently lost in the development of
malignant tumors. [n vitro studies have shown that
loss of E-cadherin may be associated with the spread
and poor differentiation in colorectal carcinoma, Au-
thors suggested that the expression of E-cadherin can
be used as a marker of recurrence of colorectal cancer
based on dedifferentiation | 12} and reaffirmed the loss
of expression of E-cadhenin in colorectal tumors less
differentiated [8~12]. These findings contradict stud-
1es that do not relate the expression of E-cadherin with
morphological or prognostic factors of colorectal can-
cer [13,16,17]. In the present study we show that the
membranous or cytoplasmic expression of E-cadherin
is correlated with the histological grade of the tumor.
In addition, smaller amounts of E-cadherin are associ-
ated with poor histological grades of left colon cancer,
The findings of this study support the idea that the form
o expression of E-cadhenin is related 10 histological
grade of malignancy, but in a way never shown before,
revealing that the content of E-cadherin in tumor tissue
correlates with the degree of dedifferentiation of distal
CRC.

The E-cadherin appears to be directly or indirectly
involved with the catenins in intercellular adhesion 1o
form the cadherin-catenin complex. In CRC, studies
have shown that a mutation in the beta-catenin can re-
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sult in an accumulation of protein in the cytoplasm and
cell nucleus, which resulis in increased transcriptional
activity [2].

Changes in the cadherin-catenin complex are present
in various tumor types, especially those of more aggres-
sive and metastatic potential [25.26]. The decreased
regulation of the cadherin-catenin complex induces cell
proliferation due to the loss of contact with the mem-
brane and allows the release of the cell from the prima-
ry site of the neoplastic lesion, thereby facilitating the
emergence of metastases.

There 15 a smaller amount of E-cadherin in poor-
ly differentiated tumors. This phenomenon oceurs
because when the cadherins form adherent junctions,
molecules of beta-catenin are transferred from the cyto-
plasm to the region closest to the membrane, in order to
organize the cytoskeleton, o prevent the free transloca-
tion of beta-catenin from the cytoplasm to the cell nu-
cleus, The beta-catenin binds cytoplasmic elements to
elements of the cell membrane. When the components
of the belt are tost, cell proliferation is stimulated, and
the beta-catenin will act as a factor simulating prolif-
eration. In addition, beta-catenin will activate the met-
alloproteinases and tissue collagenases, facilitating cell
detachmeny and invasion of different tissues. There-
fore, in the presence of minor amounts of E-cadhenn,
betla-catenin acts as transactivation factor, inducing the
transcription of genes that control cell proliferation and
tissue invasion {2,27). Thus, it seems logical to assume
that greater amounts of beta-catenin in the cytoplasm
are related 10 a higher stimulation of proliferation and
disruption of the cytoskeleton.

In agreement with other research, the results of this
study demonstrate that there are relationships between
the levels of membranous or cytoplasmic expression of
beti-catenin and tumor differentiation | 7). However,
no significant difference was found between the differ-
ent histological grades and the contem measured objec-
tively, unlike those found for E-cadhenin. This result
suggests that the protein imitially involved in neoplas-
tic differentiation is the E-cadherin, whereas the beta-
catenin is possibly related 1o neoplastic proliferation,
This result confirms datay that suggest the involvement
of adhesion proteins as an inttial stage of the adenoma-
carcinoma sequence development |27,

Greater amount of beta-catenin was found in the ad-
vanced TNM stages, as well as in tumors with greater
depth of colon invasion. This result corroborates with
findings of previous qualititive assessments | 3-7]. This
study is. o the best of our knowledge, the first to
demonstrate the existence of a relationship between ob-
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ectively measured beta-catenin levels and tumor stag-
ng, degree of invasion of colon wall and the presence
of disseminated disease.

A quantitative measure can give beta-catenin the sta-
‘us of a prognostic marker of the depth of invasion [12]
ind distal CRC spread.  The content and expression
of E-cadherin can be used as indicators of the degree
of differentiation, whereas the highest content of beta-
catenin, associated with the loss of normal expression,
is related 10 a worse prognosis. The tissue proteomics
analysis combined with the parameters established in
relation to the prognosis of CRC may improve the selec-
tion criteria for recommending further treatment, main-
ly in patients with intermediate discase stage, when
adjuvant therapy is still controversy [28-30].

Despite the low number of cases presented in this
paper, the statistic analysis could demonstrate positive
association between E-cadherin, beta-catenin and vari-
ables related to prognoses. Further studies, including
survival analysis, could be performed with a higher
number of cases, in order to corroborate this research,

The results of this study suggest that the increased
possibility of developing metastases is related to
changes in the pattern of expression and tissue con-
tent of E-cadherin and beta-catenin and that these find-
ings can be considered unfavorable prognostic factors
in distal CRC.

In conclusion, E-cadherin can be used as an indicator
of tumor differentiation degree, whereas beta-catenin
can be used as a predictor of invasion depth and spread
of distal colorectal cancer.
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9.3. ANEXO 3 - Prémio
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