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Correlacao do estadiamento clinico com a expressao da
e-caderina em carcinoma escamocelular intrabucal

Correlation of clinical staging with the expression of e-cadherin in oral squamous
cell carcinoma
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RESUMO

Obijetivos: Estabelecer a correlac@o do estadiamento clinico do carcinoma epidermoide intrabucal com o padréo
de expressdo da proteina E-caderina. Material e Método: Foram selecionados 35 casos diagnosticados como
carcinoma escamocelular intrabucal no periodo de 2004 a 2007, cujo estadiamento clinico e dados clinicos, como
sexo, idade, raca, localizacdo da leséo, diagndsticos clinico e histopatolégico, gradacéo, tipo de tratamento, tempo
de sobrevida e hdbitos, encontravam-se no prontuério desses pacientes atendidos no HCP. Foi realizada a técnica
de imunohistoquimica, por meio do método da estreptoavidina-biotina peroxidase, utilizando como anticorpo
primério a E-caderina. Resultados: A média de idade dos pacientes foi de 61 anos; houve predominio do sexo
masculino (60%); a lingua foi o local mais acometido (51,4%); a associacéo do tabagismo e etilismo estiveram
presentes em 51,4% dos casos; estadiamento Il teve o maior nimero de casos e foi constatado dbito em 40,6%
dos pacientes submetidos ao tratamento. A E-caderina apresentou marcacdo membranar (55,1%) e citoplasmd-
tica (44,9%), focal ou difusa. Nas associacdes entre as varidveis estudadas, verificamos que houve associacdo
significante estatisticamente apenas entre as variantes: sexo e graduacdo histoldgica dos tumores (p=1,000) e
sexo e fratamento (p=0,409). Concluséo: Na amostra analisada, observamos que o perfil epidemioldgico dos
pacientes porfadores de CEIB é do sexo masculino, fumantes e efilistas, entre a 5% e 7¢ década de vida. Néo foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre as varidveis estudadas para tentar prever o comportamento biolégico
dos tumores, nem a expressao da proteina E-caderina se mostrou vdlida para esse fim.

Descritores: E-caderina; Carcinoma epidermoide intrabucal; Imunohistoguimica.

ABSTRACT

Obijective: To establish the correlation of the clinical staging of epidermoid intrabuccal carcinoma with the expres-
sion pattern of the E-cadherin protein. Material and Methods: A selection was made of 35 cases diagnosed with
oral squamous cell carcinoma from 2004 to 2007 at Pernambuco Cancer Hosptial. The immunohistochemistry
technique was performed by the estreptovidine biotine method using E-cadherin as the primary antibody. Results:
The mean age of the patients was 61 years. There was a predominance of male patients (60%); the fongue was
the most commonly affected site (51.4%); the combination of smoking and alcohol was present in 51.4% of cases;
stage Il had the highest number of cases, and death was observed in 40.6% of patients undergoing treatment. The
E-cadherin showed membrane (55.1%) and cytoplasm (44.9%) staining, either focal or diffuse. Statistically significant
associations between these variables were found only between sex and histological grade of the tumors (p = 1000)
and between gender and treatment (p = 0.409). Conclusion: In the sample we observed that the epidemiological
profile of patients with OSCC is male, a drinker and smoker aged between 40 and 69 years. It was not possible
to establish a correlation between the variables studied with the aim of trying to predict the biological behavior of
tumors, neither did the expression of E-cadherin protein prove valid for this purpose.
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INTRODUCAO

A despeito dos esforcos e altos investimentos
na busca de marcadores bioldgicos, hd muito a
ser descoberto. O que ainda se tem de concreto
e de fdacil acesso a clinicos e pesquisadores para
sugerir progndsticos em oncologia de cabeca e
pescoco sao os aspectos clinicos e histopatolégicos
das lesées. O conhecimento da patologia (macro
e microscépica), portanto, com suas diversas apre-
sentacdes clinicas e suas implicacdes no curso da
doenca, é essencial para os profissionais de sadde
que se dedicam & prevencédo, & deteccdo precoce
e ao tratamento do céncer de cabeca e pescoco,
em especial do carcinoma escamocelular intrabucal
(CECIB)'.

O estadiamento clinico é utilizado para analisar
e comparar grupos de pacientes, além da descri-
céo clinica e da classificacé@o histopatoldgica das
neoplasias. Esses dados podem servir para vdrios
objetivos relacionados, como: selecdo do tipo de
tratamento primério e adjuvante, estimativa de
progndstico, assisténcia na avaliacdo dos resultados
do tratamento, facilitacdo na troca de informa-
coes entre centros de tratamento e contribuicéo a
continuidade da investigacdo do céncer em seres
humanos?.

As moléculas de adesdo desempenham um
importante papel na patogenia e progressdo de
tumores malignos °. Nesse contexto, as caderinas
se constituem em uma familia de moléculas (glico-
proteinas) de adesdo que mediam a adesédo célula-
célula dependente de célcio (Ca++) em todos os
tecidos soélidos do organismo, modulando uma
grande variedade de outros processos como a po-
larizacdo e a migracao celular. Elas séo essenciais
para manter a integridade dos tecidos®.

Nesse contexto, faz-se necessdrio um estudo da
express@o da E-caderina por meio da técnica imu-
noistoquimica, no CECIB. Assim, torna-se impor-
tante correlacionar tal expressdo ao estadiamento

clinico desses tumores.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados os casos diagnosticados,
como CECIB e carcinoma escamocelular in situ dos
arquivos do Departamento de Patologia do Hospital
de Cancer de Pernambuco — HCP/PE (Chefia: Dr.
Adonis R. L. Carvalho), no periodo compreendido
entre os anos de janeiro de 2004 a dezembro de
2007. Os 150 casos foram catalogados em ficha
prépria. Nestas, foram registrados os dados per-
tinentes & descricdo do universo pesquisado, tais
como: sexo, idade, raca, localizacdo da lesdo,
diagnéstico clinico e histopatolégico, gradacéo,
estadiamento clinico, tipo de tratamento, tempo
de sobrevida e hdbitos. Os critérios para incluséo
foram: diagnéstico de CECIB ou in situ.

A gradacdo histolégica foi realizada e, para
tanto, foram utilizados os critérios da Organizacéo
Mundial de Sdude - OMS (2005), que levam em
consideracdo os critérios citoldgicos e estruturais
usados para graduar displasias epiteliais e CEC
invasivo. Tais critérios foram utilizados para gradu-
ar os fumores em baixo, moderado e alto grau de
malignidade.

Para a realizacdo da técnica imunohistoquimica,
foram obtidos cortes de 3um que foram estendidos
sobre ldminas de vidro previamente condiciona-
das com 3-aminopropyltriethosxy-silano (Sigma
Chemical CO, St Louis, MO, USA). Foi utilizado
o método da estreptavidina-biotina peroxidase e
como anticorpo primdrio anti: E-caderina (citrato/
pH 6,0/microondas 3X57/ 1:100). Os anticorpos
secunddrio e tercidrio foram incubados por 307
(kitLSABperoxidase), corados pela DAB peréxido
de hidrogénio 10 vol em cdmara escura e con-
tracorados com hematoxilina de Mayers (DAKO/
Corporation).

A imunomarcacédo foi analisada & microscopia
de luz, considerando-se a localizagdo (membranar
ou citoplasmdtica) e a distribuicao (focal ou difusal).
Foram classificados quanto & presenca (+) ou ausén-
cia (-) e quantitativamente para os casos positivos em
fraca (+), moderada (++) e intensa (+++).

O controle negativo se constituiu de corfes
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selecionados para controle positivo, porém, na
etapa de aplicacéo do anticorpo primdrio, ele foi
substituido por imunoglobulina G (IgG). O controle
positivo constou de fragmentos de mucosa oral sem
alteracao.

Para investigar as associacdes entre as varidveis,
foi utilizado o teste Exato de Fisher para tabelas de
tamanho arbitrdrio. A hipétese nula foi de que ndo
h& associacdo entre as varidveis. Durante todo o tra-

balho, foi fixado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Do total de 150 prontudrios pesquisados, foram
excluidos 113 devido ao incompleto preenchimento,
2 néo continham material suficiente no bloco para a
realizacdo da técnica imunohistoquimica, resultando
em 35 casos que constituiram a amostra para o
estudo.

Em relagGo aos dados clinicos dos pacientes
portadores de CECIB da amostra, verificamos que
21 (60%) casos eram do sexo masculino e 14 (40%)
do sexo feminino. A raga ndo foi especificada nos
prontuérios, motivo pelo qual ndo foi demonstra-
da nesse estudo. Quanto & idade, os individuos
concentravam-se numa faixa etdria entre 37 e 100
anos, correspondendo a idade média aos 61 anos.
Foi possivel observar que 51,4% (18) dos casos
estavam localizados na lingua, seguindo-se do pa-
lato (20,0% / 7 casos). A terceira localizacéo mais
frequente foi relatada como cavidade oral (8,6%
/ 3 casos), e a mucosa jugal e o rebordo alveolar
foram responsdveis pela quarta localizacdo em
incidéncia (5,7% / 2 casos cada). A mandibula, a
regido refromolar e o assoalho bucal foram os locais
com menor percentual de casos, sendo 2,9% (1
caso cada). 51,4% (18) dos casos eram tabagistas
e etilistas. Dos 60,0% (21) dos pacientes do sexo
masculino, 47,6% (10) eram etilistas e tabagistas,
dos 40,0% (14) do sexo feminino 57,1% (8). Vale
ressaltar que, independente do sexo, 14,3% (5)
dos pacientes afirmaram ndo apresentar hdbitos

NOCIVOS.
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Em relacdo ao tipo de tratamento realiza-
do, 40,0% (14) dos pacientes submeteram-se
a radioterapia como forma de tratamento. Em
34,3% (12) dos casos, fez-se necessdrio, além
da radioterapia, tratamento cirrgico. Em apenas
11,4% (4) dos casos, utilizou-se a cirurgia como
forma de tratamento. Dois pacientes (5,7%) foram
considerados fora de protocolo de tratamento
(FPT). Os pacientes foram estagiados, e tais dados
encontram-se na (Tabela 1). Podemos verificar
gue ndo houve casos enquadrados no estadio |ll.
Ao se analisar a sobrevida de 32 dos 35 casos,
observou-se que 40,6% (13 pacientes) faleceram
logo apés o diagndstico do tumor, sendo 15
meses o tempo médio até o ébito. Verificou-se,
ainda, que 59,4% (19 pacientes) estavam em
tratamento durante a coleta de dados desse estu-
do, cujo tempo médio de duracdo de tratamento
compreendeu em torno de 20 meses.

Dos 35 casos examinados, 27 foram classifica-
dos como bem diferenciados, 6 moderadamente
diferenciados e 2 mal diferenciados, de acordo com
os critérios recomendados pela OMS °.

De acordo com a expressdo imunoistoquimica
da E-caderina, observamos que a maioria dos casos
exibia marcagéo focal e membranar, independente
do grau de malignidade dos CECIB. Verificou-se
que, em 25,7% (9) dos casos, a marcagdo da E-
caderina foi expressa na membrana citoplasmdatica
(Figura 1) e classificada como moderada, 17,1% (6)
dos casos fraca, e, em apenas 2,8%, a marcacéo foi
classificada como forte. Em 37,1% (13) dos casos,
ndo houve expressdo da E-caderina na membrana.
Em 22,9% (8) dos casos, a marcacdo da E-caderina
no citoplasma (Figura 2) foi classificada como forte,
11,4% (4 casos) moderada, e, em 2,8% (1 caso), a
marcagéo foi classificada como fraca. Foi verificada
auséncia de marcagéo em 62,9% (22) casos. Em
65,8% (23) dos casos, a marcacao foi focal (Figura
3) e fraca. Em 34,3% (12) casos, ndo ocorreu a

marcacao (Tabela 2).

Rev. Cir. Traumatol. Buco-Maxilo-Fac., Camaragibe v.11, n.3, p. 85-92, jul./set. 2011

SAMPAIO, et al.

87



Tabela 1 — Distribuicdo dos casos segundo o estddio

Estadio Frequéncia Percentual (%)
| 6 17,1

Il 25 71,4

Ve 4 11,4

Total 35 100,0

Figura 1 — Expressdo da proteina E-caderina na mem-
brana celular do CEIB de baixo grau de malignidade
(IHQ, 200X).

Figura 2 - Expressdo da proteina E-caderina no citoplas-
ma celular do CEC de grau moderado de malignidade
(IHQ, 100X).

Figura 3 - Expressdo focal da proteina E-caderina em
CEIB de baixo grau de malignidade(IHQ,40X).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A gradacéo histolégica do CECIB é usada como
uma ferramenta de rotina para presumir prognds-
ticos em pacientes. Na nossa amostra, verificamos
que 27 casos de CECIB foram classificados como
bem diferenciados, 6 moderadamente e 2 mal
diferenciados. Sasaki et al. (2005) reafirmam a
importancia da gradagéo histolégica e consideram
que a diferenca de gradacédo dos tumores reflete di-
refamente nos resultados em relacéo ao progndstico
dos pacientes. Woolgar, em 2006, afirmou que a
sobrevida do paciente também depende do estégio
de desenvolvimento do tumor no momento em que
o paciente procura o servico. Isso pode justificar o
alto nimero de ébitos que encontramos na nossa
amostra (40,6%). Consideramos esse percentual
muito alto. Quando analisamos esses dados com a
gradacéo histolégica, em que a maioria dos casos
foi de baixo grau de malignidade (27 casos bem di-
ferenciados), sé podemos atribuir esse alto ndmero
de 6bitos ao estadiamento clinico, pois 11,4% (4)
dos pacientes foram classificados com estddio IVC.
Isso demonstra que o paciente procurou o servico
i@ com a lesGo em estdgio avancado, sendo dois
desses considerados fora de qualquer protocolo
de fratamento.

Tentar estabelecer um dado, seja ele clinico
ou histolégico, a fim de prever o comportamento
biolégico para o CEC, tem-se tornado um grande
desafio para os pesquisadores. Ao que parece, a
associacdo enfre as varidveis é o caminho mais
prudente a se tomar, entretanto, quando verificamos
as associacdes entre as varidveis estudadas, sé foi
encontrada associacdo significante estatisticamente
apenas entre as variantes: sexo e gradacao histo-
|6gica dos tumores (p=1,000) e sexo e tratamento
(p=0,409). A literatura também tem demonstrado
uma grande variabilidade de resultados, o que nos
leva a utilizar outros métodos de investigacdo, na
tentativa de uma melhor compreensé@o da tumori-

génese dessas neoplasias.



Tabela 2 - Distribuicdo da imunoexpressdo da E-caderina nos casos de CEIB em relacéo & localizagéo do compar-
timento celular, intensidade de marcacéo e distribuicéo

N° DA GRADACAO E-CADERINA TIPO DE MARCAGAO

ORDEM HISTOLOGICA
Membrana Citoplasma Focal Difusa

1 Bem diferenciado + - - +
2 Bem diferenciado HFFaF . a4
3 Bem diferenciado - +++ - +
4 Bem diferenciado S . 4
5 Bem diferenciado ++ - - +
6 Bem diferenciado = ek +
7 Bem diferenciado - - -
8 Bem diferenciado - +++ 4
9 Bem diferenciado - + T

10 Bem diferenciado 44 - . +
11 Bem diferenciado - +++ +

12 Bem diferenciado 4+ . a4

13 Bem diferenciado - - B

14 Bem diferenciado = BN +

15 Bem diferenciado - +++ +

16 Bem diferenciado 4 4+

17 Bem diferenciado ++ +

18 Bem diferenciado

19 Bem diferenciado + - +
20 Bem diferenciado = +4++ - +
21 Bem diferenciado - - B
22 Bem diferenciado 4 = 4
23 Bem diferenciado - . B
24 Bem diferenciado 4 - 4
25 Bem diferenciado - +4++ +
26 Bem diferenciado 4+ 4
27 Bem diferenciado ++ +
28 Moderado = b +
29 Moderado - 4 +
30 Moderado F 4 - - a4
31 Moderado - ++ +
32 Moderado = b +
33 Moderado + - +
34 Mal diferenciado S . dr
35 Mal diferenciado - - B
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A fim de mapear alteracées especificas que
ajudem o entendimento da progressdo dos tumo-
res, diversos trabalhos tém utilizado histoquimica
e imunohistoquimica de proteinas relacionadas
a certas lesdes tumorais &7'° Nas neoplasias,
a andlise histopatolégica tem grande relevéncia
clinica. Exames histolégicos e soroldgicos descre-
vem aspectos muito importantes, possibilitando
o monitoramento da evolucdo da doenca 7. O
uso da imunohistoquimica, por exemplo, sugere
a avaliac@o histolégica de lesdes potencialmente
malignas por meio da deteccdo de alteracdes no
padrdo de citoqueratinas, que indicam mudancas
de comportamento das células rumo & maligniza-
céo '". Contudo, os métodos imunohistoquimicos,
quando analisados de forma qualitativa, tém
apresentado grande disparidade e variabilidade
de resultados entre diferentes observadores 2.

Moléculas de adesdo celular sdo encontradas
nas superficies de todas as células, onde elas se
ligam a moléculas da matriz extracelular ou a re-
ceptores de outras células. Essas moléculas, que
transmitem sinais através de interacées celulares
com a regulacdo de diversos processos, que incluem
diviséo celular, migracéo e diferenciacéo, sdo es-
senciais para manter a estabilidade estrutural dos
tecidos. Muitos desses processos relacionam-se com
a malignidade dos tumores e tém demonstrado que
muitas das caracteristicas das células neopldsicas
sdo atribuiveis & expressdo ou funcdo aberrante
das moléculas de adeséo celular. Integrinas e E-
caderinas s@o as moléculas de adesdo celulares
mais importantes expressadas pelo epitélio esca-
moso estratificado 3.

A proteina E-caderina, em epitélio normal,
através da imunohistoquimica, exibe marcacdo na
membrana das células. Dos 35 casos analisados,
82,8% (29) marcaram positivamente para a prote-
ina, demonstrando a preservacdo da adesao célu-
la-célula. por meio desse fato podemos confirmar

a manutencdo da adeséo celular em decorréncia
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de a maior parte da amostra (27 casos) ser com-
posta por tumores de baixo grau de malignidade.
A positividade da E-caderina em nossa pesquisa
corrobora os resultados obtidos por Mahomed et
al. (2007) em que 93% dos casos foram positivos
para essa proteina nesse compartimento celular,
também em CEC.

Quando avaliamos a perda da expressdo da
E-caderina associada ao grau de diferenciacéo
celular dos tumores, constatamos uma relacdo
entre o menor grau e a presenca da marcacéo,
entretanto tal dado ndo foi estatisticamente signifi-
cante. Nos tumores mal diferenciados, 50% (1) néo
expressaram marcacdo para a proteina estudada.
Faz-se necessdrio comentar que s6 tivemos na nos-
sa amostra dois casos de tumores de alto grau, e
esse dado precisa ser analisado com cautela. Seria
necessdrio um maior nimero de casos de alto grau
para se fazer essa afirmacéo.

Em nosso trabalho, também foi observada mar-
cacdo ci’roplosmdﬂco. Esta, em menor nUmero de
casos 37,1% (13), quando comparados aos casos
que marcaram para a membrana. A marcacéo no
citoplasma, bem como nuclear da E-caderina, néo
é encontrada em tecido normal, mas quando exis-
tem alteracées, algumas vias de sinalizacdo, como
a Wnt, que contribuem para o desenvolvimento do
carcinoma epidermoide do eséfago, podem tam-
bém causar alteragdes na expressdo da proteina E-
caderina levando a sua expresséo no citoplasma e/
ou nUcleo das células . Em 2007, Brouxhon et al.
também verificaram que o raio ultravioleta atuando
na via de sinalizacdo PGE2-EP2 pode desencadear
o surgimento do tumor devido & baixa regulacéo
da adesdo célula-célula mediada pela E-cadering,
fazendo com que a proteina se desloque da mem-
brana celular e seja internalizada no citoplasma.

Na nossa pesquisa, pudemos verificar que
30,7% dos casos que vieram a &bito possuiam
marcacdo citoplasmdtica da E-caderina, podendo

sugerir que o rompimento do complexo E-caderina/
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cateninas ou perda de funcéo de um dos compo-
nentes deste complexo poderia ser um pré-requisito
para o desenvolvimento de um fenétipo celular com
habilidade metastatica '7. Nos casos classificados
como de grau moderado, 85,7% (4) dos casos
apresentaram a marcacdo da E-caderina no cito-
plasma da célula. Esse dado é muito interessante,
pois os casos de grau moderado tém sempre um
comportamento biolégico, que pode mimetizar um
tumor de baixo grau, como de alto, e tal expressdo
proteica é mais comum nos tumores de alto grau
de malignidade.

Ao analisarmos a perda da imunoexpresséo
da proteina E-caderina e o estéddio da doenca,
nenhuma relacéo foi encontrada. Outros trabalhos
também revelam resultados semelhantes, como
os de Denadai et al. (2007), Karatzas (1999) e
Hung et al. (2006). Na literatura, porém, existem
estudos que identificam tal correlacdo como os de:
lkeguchi et al. (2000) e Kaihara et al. (2003), que
relacionaram a perda da imunoexpressdo dessa
proteina com os tumores em estddios avancados.
Existem diferencas metodoldgicas entre os trabalhos
citados tanto na leitura dos resultados obtidos pela
imunohistoquimica, quanto na comparacdo com
os estadiamentos do sistema TNM, ndo havendo,
portanto, uma padronizacdo adotada. Esse fato
pode inferferir na andlise, quando se comparam
os resultados da literatura.

Neste estudo, pudemos concluir que: a proteina
E-caderina apresentou marcacéo predominante em
membrana e do tipo focal e com expressado fraca,
moderada e infensa; houve associacdo significante
estatisticamente apenas entre as variantes sexo e
gradacéo histolégica dos tumores e sexo e tfrata-
mento; na amostra estudada, néo foi possivel esta-
belecer uma correlacéo entre as varidveis estudadas
para tentar prever o comportamento bioldgico dos
tumores nem a expressdo da proteina E-caderina
se mostrou vélida para esse fim, sendo necessdrios

estudos prospectivos.
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