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1. RESUMO 

A glicoproteina CD44 e suas variantes sao moh3culas de adesao celular envolvidas 

no comportamento metastatico de algumas celulas cancerosas. Este estudo avaliou a 

expressao imunohistoquimica das variantes v5 e v6 da proteina CD44 na margem tumoral 

invasiva (profunda) de adenocarcinomas colorretais e sua associagao com a presenga de 

metastases distantes e com o 6bito. Para tanto, foram selecionados aleatoriamente 55 

adenocarcinomas colorretais de pacientes submetidos a cirurgia no The First Department of 

Internal Medicine, Division of Gastroenterology - Hiroshima University School of Medicine, 

no periodo de 1988 a 1991. As variaveis analisadas dos adenocarcinomas colorretais 

foram o tipo histol6gico, invasao da parede intestinal, invasao venosa, presenga de 

metastases linfonodais e distantes, classificagao de Dukes, idade, sexo e 6bito. A 

avaliagao da associagao entre as metastases distantes e o 6bito com a expressao das 

variantes v5 e v6 da CD44 foi realizada atraves de uma analise bivariada, multivariada e 

regressao de Cox. Os resultados deste estudo mostraram uma associagao estatisticamente 

significante entre tipo histol6gico pouco diferenciado (P = 0,009), a invasao tumoral alem 

da parede intestinal (P = 0,024 }, a invasao venosa (P = 0,012) e dos linfonodos (P = < 

0,001) e o surgimento de metastases distantes. A invasao venosa, as metastases 

linfonodais e viscerais foram os fatores que contribuiram significativamente para a 

ocorrencia do 6bito (P = 0,019, 0,005 e <0,001 respectivamente) As variantes v5 e v6 

estavam expressas em 57,4o/o e 33,3o/o das amostras analisadas . pelo metodo 

imunohistoquimico. Na avaliagao bivariada, nao foi observada associagao entre a 

expressao das variantes v5 e v6 da CD44 e o surgimento de metastases distantes (P = 
1,000 e P = 0,278, respectivamente) ou ao progn6stico destes pacientes (P = 0,991 e p = 

0,900, respectivamente). Num modelo de regressao logistica para avaliagao da associagao 

entre as variantes v5 e v6 e ocorrencia de metastases, controlando para potenciais fatores 
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de confusao, observamos que a variante v5 mostrou uma tendemcia a expressar-se como 

fator de prote<;ao para o surgimento de metastases e a v6 nao demonstrou associa<;ao {P= 

0,073 e RC= 0, 19; P= 0,895 e RC= 1, 15, respectivamente). No modelo de regressao de 

Cox entre a expressao da v5 e a ocorrencia do 6bito, observamos que esta variante 

expressou-se significativamente como um fator de prote<;ao para este evento (P= 0,029). 

Apesar da CD44 e suas variantes desempenharem urn papel na dissemina<;ao das celulas 

tumorais, o valor desta proteina no progn6stico do adenocarcinoma colorretal nao esta 

definido com clareza. 



2. INTRODU<;Ao 

0 cancer colorretal e o segundo tumor maligne mais frequente nos paises 

desenvolvidos. E muito comum nos Estados Unidos, Europa Ocidental e Australia (Parkin 

et al., 1993). No mundo, e o terceiro mais frequente em ambos os sexos, precedido pelos 

tumores de pulmao e estomago no homem e pelos tumores de mama e colo do utero na 

mulher (Coleman et al., 1993; Boring et al., 1991). 

Apesar do Brasil nao constar na lista dos vinte paises com maior prevalencia de 

cancer colorretal (Wilmink, 1997), a sua incidencia vern aumentando progressivamente nos 

ultimos anos, sendo maior nas regioes economicamente mais desenvolvidas. Porto Alegre 

e Campinas sao as cidades que apresentam as maiores taxas de incidencia de todas as 

formas de cancer. Dados do Ministerio da Saude estimaram a ocorrencia de 9200 novas 

casos de cancer colorretal em homens e 9850 em mulheres no ano de 1999 (INCA, 1999). 

Esta neoplasia maligna e a quinta em incidencia e mortalidade, permanecendo atras dos 

tumores de pulmao, estomago, mama e colo uterine (INCA, 1997). No Estado do Rio 

Grande do Sui o cancer colorretal e a quinta causa de morte por neoplasias entre os 

homens e a terceira entre as mulheres (SSMA, 1997). 

A grande maioria (aproximadamente 90°/o) dos carcinomas colorretais sao 

adenocarcinomas (Fletcher et al., 1995). 0 tratamento de escolha e a cirurgia com a 

retirada do tumor e dos linfonodos regionais. 0 comprometimento destes linfonodos por 

celulas tumorais e o fator que normalmente indica o tratamento complementar com 

radioterapia e ou quimioterapia (Engel et al., 1996). 

As neoplasias malignas sao constituidas por multiplas subpopulagoes de celulas 

com diferentes caracteristicas geneticas, bioquimicas, imunol6gicas e biol6gicas (Fidler I.J., 

1978). Entre as propriedades biol6gicas mais comuns destas subpopulagoes de celulas 

cancerosas estao o poder de invadir e metastatizar. Este processo de disseminagao 
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tumoral e acompanhado por urn aumento da instabilidade genetica das celulas e, 

consequentemente, uma rapida diversificac;ao do seu fen6tipo. Com isso, a ac;ao das 

modalidades terapeuticas torna-se mais diflcil. (DeVita et al, 1997). 

Ap6s estabelecido o diagn6stico de cancer e importante identificar se a doenc;a e 

localizada ou sistemica. lndependente da melhora das tecnicas cirurgicas e das terapias 

adjuvantes, a maioria das mortes resultam do surgimento das metastases. Por' isso, a 

detecc;ao precoce do tumor pode decretar a sua cura. Sabe-se que as metastases sao urn 

processo ativo e nao uma consequencia acidental do crescimento tumoral. A invasao dos 

tecidos sadios pelas celulas tumorais e urn fenomeno complexo que envolve respostas 

tanto das celulas normais como das celulas cancerosas. As celulas tumorais devem possuir 

propriedades adesivas que permitam a estas ligarem-se a superficie do endotelio causando 

a sua retrac;ao e permitindo a exposic;ao da matriz extracelular composta por uma 

diversidade de moleculas de proteinas e carboidratos. Alem de servir como urn filtro 

seletivo, a matriz extracelular serve como uma barreira mecanica, evitando a invasao das 

celulas tumorais. A ruptura da membrana basal (que e uma forma especializada de matriz 

extracelular) e urn marco na invasao tecidual. Os tres passes da invasao da membrana 

basal sao: 1) adesao, 2) ativac;ao das enzimas proteoliticas (metaloproteinases), e 3) 

migrac;ao, que e a passagem das celulas tumorais pela zona danificada da membrana 

basal (Liotta L., 1992). 

A formac;ao das metastases inicia com a proliferac;ao progressiva das celulas 

neoplasicas com nutrientes gerados por difusao pelo microambiente local. Segue-se a 

angiogenese que e a formac;ao de novas capilares no estroma tumoral a partir de celulas 

endoteliais do hospedeiro promovendo o desenvolvimento da massa tumoral (Folkman, 

1971 ). 

Os receptores de adesao celular sao proteinas que permitem aos tecidos 

manterem a sua estabilidade transmitindo informac;oes entre o meio extracelular e as 
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celulas. Estas informa96es possibilitam as celulas determinar a sua posi9ao dentro do 

organismo bern como o seu estado de diferencia9ao. No processo de adesao celular, as 

celulas usam receptores especificos da sua superficie para realizar esta tarefa. 

Acredita-se que a habilidade das celulas tumorais malignas para invadir a matriz 

extracelular e metastatizar seja, pelo menos em parte, pela expressao dos receptores de 

adesao celular que interagem com os componentes da matriz extracelular e da membrana 

basal. Os principais receptores de adesao celular sao as integrinas, a superfamilia das 

imunoglobulinas (lgG), as caderinas, as lamininas e a CD44 (Streit et al., 1996). 

Ap6s ocorrer a diminui9ao da adesao celular, as celulas cancerigenas 

desprendem-se do tumor primario, invadem a matriz extracelular e entram na circula9ao ate 

pararem no Ieite capilar e aderirem a membrana basal subendotelial, penetrando 

novamente (atraves desta membrana) no parenquima do 6rgao distante. As celulas 

proliferam atraves da nova forma9ao angiogenica. Surgem entao micrometastases que 

evoluem para a forma9ao de metastases clinicamente importantes (Hart I.R., 1992; 

Hirschei-Scholz & Sapino, 1992 ). 

CD44 ("Cluster of Differentiation 44") e uma glicoproteina de adesao da superficie 

celular envolvida nas intera96es intercelulares e das celulas com a matriz extracelular 

(Carter & Wayner, 1988; Haynes et al., 1989). A proteina tambem atua como uma 

receptora multifuncional envolvida no transite das celulas, na liga9ao dos linf6citos aos 

linfonodos - "lymph node homing" (Jalkanen et al., 1986), hematopoiese, migra9ao celular 

(Lesley et al., 1993) e nas metastases tumorais (GOnthert et al.; 1991). 

Entre as familias de moleculas estruturalmente diferentes que sao responsaveis 

pela fun9ao adesiva normal das celulas, encontram-se os proteoglicanos. Estes sao 

componentes da matriz extracelular e interagem com o acido hialuronico. A CD44 faz parte 

do grupo dos proteoglicanos (Doege et al., 1987). 
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CD44 foi descrita inicialmente como urn antigeno linfocitario de granul6citos T 

cerebrais (Dalchau et al., 1980). Por ter sido estudada por grupos independentes em 

laboratories e contextos distintos a CD44 recebeu varias termina<;oes tais como: 

glicoproteina fagocitica 1 (Pgp1 ), Ly 24, receptor da matriz extracelular (ECM Ill), gp90 

hermes, H-CAM, e receptor do hialuronato (Underhill C., 1992). 0 nome CD44 foi 

determinado no "Third International Workshop on Leucocyte Differentiation Antigens" 

(Cobbold S. et al., 1987). 

Esta proteina e codificada por urn gene l.mico localizado no bra<;o curto do 

cromossomo 11 dos seres humanos (Goodfellow et al., 1982). Vinte exons estao envolvidos 

na organiza<;ao genomica desta molecula (Screaton et al., 1992). Os primeiros 5 e os 

ultimos 5 exons sao constantes ao passe que os 10 exons localizados entre estas regioes 

estao sujeitos ao processamento alternative ("alternative splicing"). lsto resulta na forma<;ao 

de uma regiao codificadora central de estrutura e tamanho variaveis gerando multiplas 

isoformas. Estas isoformas que originam-se de urn mesmo gene, possuem sequencias 

similares mas tamanhos moleculares diferentes (85 a 230k0a) dependendo de quais exons 

sao utilizados. CD44 e uma proteina de cadeia simples composta por urn dominio 

extracelular distal (contendo os sitios de liga<;ao), uma regiao proxima a membrana, urna 

por<;ao transmembranosa e uma cauda citoplasmica. A natureza heterogenea da CD44 

(resultado do processamento alternativo bern como de diferentes glicosila<;oes e 

glicoaminoglicana<;oes) pode explicar a natureza multifuncional desta molecula e sua 

habilidade de ligar-se a outras substancias de uma forma bastante especifica. 

As variantes da proteina CD44, abreviadas como CD44v ou "v", pod em ser 

identificadas atraves de anticorpos monoclonais codificados especificamente para epitopos 

destas regioes por metodo imunohistoquimico ou citometria de fluxo (Naor et al., 1997). 

Pals e colaboradores (1989) observaram que uma glicoproteina de 90k0a 

hom61oga do "Hermes-1 human lymphocyte homing receptor (Hermes-1 LHR)" expressava-
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se no tecido hematopoietico, alguns tecidos nao hematopoieticos e tambem em celulas 

tumorais, postulando que nestas ultimas a molecula poderia desempenhar um papel na 

adesao intercelular e das celulas com a matriz. Posteriormente observou-se que a CD44 

era hom61oga ao Hermes-1 LHR (Picher, 1989). 

A versao mais abundante da proteina e a CD44 padrao (85-95kDa), expressando

se principalmente nas celulas hematopoieticas. E tambem conhecida como CD44 

hematopoietica (CD44H) . A CD44 epitelial (CD44E) e a isoforma ligada as celulas 

epiteliais. Observou-se que esta forma apresentava expressao fraca no epitelio normal, 

mas expressao forte em carcinomas (Stamenkovic et al, 1991 ). 

Alem da func;ao adesiva, a CD44 colabora com outras moleculas na transmissao 

de sinais de crescimento emitidos da membrana celular para o nucleo das celulas (Lesley 

et al., 1993). 

A interac;ao entre a CD44 da superficie celular e o endotelio pode ser vital para a 

disseminac;ao hematogenica dos tumores (Springer et al., 1994). 

0 acido hialuronico e o principal polissacarideo ligado a CD44 participando da sua 

captac;ao e degradac;ao intracelular (Culty et al. 1992). E sintetizado pelos fibroblastos, 

condr6citos e celulas mesoteliais (Teder et al., 1995; Honda et al., 1991 ). Este acido e 

tambem um importante componente da matriz extracelular preenchendo os espac;os 

intercelulares, regulando a adesao entre as celulas, sua orientac;ao espacial e trafego, bern 

como o seu crescimento e diferenciac;ao. A CD44, par estar ligada ao acido hialuronico, 

participa tambem da montagem e organizac;ao da matriz pericelular (Knudson C.B., 1993). 

A sintese do acido hialuronico parece estar aumentada durante os processes de mitose e 

migrac;ao das celulas (Laurent & Fraser, 1992). Estes processes sao observados na 

adventicia das veias, nas zonas de ferimentos que sofrem reparos, nos sitios de 

inflamac;ao enos tecidos invadidos por tumores (Sy et al., 1991). Muitos tumores ricos em 

acido hialuronico apresentam um maier grau de invasao (Knudson et al., 1989). Especulou-
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se que a degrada<;ao do acido hialur6nico que circunda os vasos sanguineos permitiria que 

as celulas tumorais penetrassem mais rapidamente na circula<;ao acelerando o processo 

metastatico (Underhill, 1992). Como o acido hialur6nico cria um microambiente com baixa 

resistencia ao movimento das celulas, podemos inferir que a proteina CD44 (como 

receptora do acido hialur6nico) desempenha um importante papel na motilidade das 

celulas. Esta motilidade e fundamental para o desenvolvimento embrionario, cicatriza<;ao 

dos ferimentos, substitui<;oes teciduais rotineiras e fator crucial na forma<;ao das 

metastases (Toole et al., 1979; Laurent & Fraser, 1992). 

A analise histoquimica da cicatriza<;ao da mucosa humana revela que a protelna 

CD44 e o acido hialur6nico estao localizados na mesma regiao do epitelio durante os 

estagios da repara<;ao tecidual. 0 tecido de granula<;ao recem formado apresenta forte 

expressao da CD44 (Oksala et al., 1995). Em muitos casas, a CD44 pode ligar-se tambem 

ao colageno da matriz extracelular como descreveram Carter & Wayner em 1988. 

Considerando o papel desempenhado pela proteina CD44 em muitas fun<;oes 

fisiol6gicas e patol6gicas, e importante identificar novas substancias as quais esta 

glicoproteina poderia estar ligada. 

Alguns exemplos da sua presen<;a e importancia em eventos patol6gicos e 

fisiol6gicos sao citados a seguir: 

1 - A expressao da proteina CD44 esta aumentada na membrana e Hquido 

sinoviais (ricos em acido hialur6nico) dos pacientes com artrite reumat6ide. A presen<;a da 

CD44 no tecido sinovial esta relacionado com o seu grau de inflama<;ao. (Haynes et al., 

1991). 

2 - CD44 foi detectada precocemente, por imunofluorescencia indireta, em 

embrioes ainda nao implantados no utero contendo de uma a oito celulas. A proteina esta 

presente em celulas do estroma placentario entre 8 e 11 semanas, mas nao no trofoblasto. 
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A diminuigao da sua expressao ocorre na superflcie embrionaria ap6s a implantagao 

(Campbell et.al., 1995). 

3 - Analise imunohistoqulmica de amostras de endometria demonstraram que 

ocorre expressao de CD44 na fase secretora media e tardia mas nao na fase proliferativa e 

nas fases secretora inicial e atr6fica. Os resultados sugerem que a protelna possa estar 

envolvida na fertilizagao e implantagao do ovo no endometria (Yaegashi et al., 1995). 

4 - A glicoproteina CD44 e expressa predominantemente em regioes que 

apresentam celulas proliferativas como na linha basal dos epitelios estratificados e na base 

das criptas de Lieberkuhn do epitelio intestinal. As celulas superficiais (vilos) do intestine 

grosso e alguns tipos de epitelio como o do estomago nao apresentam receptores para o 

acido hialuronico (Aiho & Underhill, 1989). Com isto, pode-se concluir que a relagao entre 

divisao celular e receptores do hialuronato nao esta presente em todos epitelios. 

A CD44 tambem desempenha urn papel nos processes cancerigenos: 

1 - Urn estudo experimental com tumores em ratos (que possuem comportamento 

semelhante aos tumores humanos) evidenciou claramente que a glicoproteina CD44 possui 

urn papel importante no processo metastatico (GOnthert et al., 1991 ). Variantes expressas 

neste processo tambem foram observadas nos macr6fagos e linf6citos T e 8 ap6s 

receberem estimulos antigenicos. Assim, foi sugerido que as metastases tumorais 

mimetizavam o comportamento dos linf6citos (Arch et al., 1992). Alem de estarem 

presentes em linf6citos ativados, as variantes da proteina CD44 tambem foram 

encontradas nos linfomas agressivos compartilhando propriedades adesivas, infiltrativas e 

migrat6rias (Koopman et al., 1993). 

2 - Muitos tipos de celulas cancerosas, bern como suas metastases expressam 

CD44 em niveis altos. Urn estudo da expressao do gene CD44 em amostras de tumores 

de mama e colon demonstraram uma expressao aumentada das variantes da proteina 

B!BLIOTECA i 
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nestas amostras. Nos controles, sem doenQa maligna, foi observado a expressao da CD44 

padrao com minima expressao das variantes (Matsumura & Tarin, 1992). 

3 - Amostras de carcinoma papilar de tire6ide foram corados pelo anticorpo 

monoclonal anti-CD44V6 (Figge et al., 1994). Os estudos sabre a positividade ou 

negatividade da proteina CD44 em celulas de tecido como o tireoideano sao contradit6rios 

(Mackay et al., 1994). A discrepancia pode ser atribuida a diferen9as tecnicas na 

metodologia, variados graus de sensibilidade para os corantes e uso de anticorpos que 

reconhecem diferentes partes do antigeno onde os anticorpos aderem (epitopos). 

4 - Experimentos com celulas de melanoma humane que apresentavam elevada 

expressao da CD44 ligado ao acido hialur6nico, injetadas por via subcutanea, em ratos 

imunodeficientes, demonstraram a formaQao de tumores locais e metastases distantes. Ao 

contrario, celulas tumorais que nao expressavam a molecula geraram tumor local, porem, 

nao foram capazes de formar metastases. lsto sugeriu que a presenQa da proteina CD44 

pode ser necessaria para a formaQao das mesmas (Guo et al., 1994b). Urn estudo mais 

recente de melanomas primaries e metastaticos nao foi capaz de demonstrar a presen9a 

das variantes v5 e v6 mas demonstrou as variante v7 v8 e v1 0. A expressao destas 

diferentes variantes pode ser modulada pel a propria carcinogenese (Simon et al., 1996). 

5 - Astr6citos e tumores de cerebra expressam CD44. Os gliomas expressaram a 

forma padrao e os Schwanomas as variantes (Asher & Bignami, 1992; Kuppner et al., 

1992; Sherman et al., 1995). Como as variantes sao importantes para que ocorram 

metastases (Rudy et al., 1993), esta pode ser uma explicaQao para os gliomas 

apresentarem crescimento apenas local. 

6 - Gastrinomas pancreaticos expressaram CD44 e demonstraram uma tendemcia 

a dar metastases para os linfonodos (Chaudhry et al., 1994 ). 

7 - Tumores pulmonares de pequenas celulas altamente metastaticos nao 

expressaram as variantes da CD44, pon§m, outros tipos de tumores expressaram algumas 
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das formas das variantes indicando que a positividade da proteina nao se correlaciona 

necessariamente com o surgimento de metastases (Ariza et al., 1995). 

8- Tecido mamario normal e tecido metastatico de mama expressavam CD44 (Fox 

et al., 1993; I ida & Bourguignon, 1995). A variante v5 foi positiva em aproximadamente 

80o/o dos tum ores de mama (Kaufmann et al., 1995). Tum ores primarios da cervice uterina 

sao fortemente positives para as variantes v5 e v6. Os linfonodos metastaticos 

expressaram principalmente a variante v5. Tumores com a variante v6 positiva nos 

linfonodos metastaticos tenderam a urn pior progn6stico, porem, sem atingir significancia 

estatistica (Kainz et al., 1996). 

9 - Tumores de bexiga, rim, pr6stata, utero e ovario tambem expressam CD44 e 

suas variantes (Matsumura et al., 1995; Terpe et al., 1996; Lokeshwar et al., 1995; Kainz et 

al., 1995). 

Outras neoplasias, como as gastrointestinais tambem expressam CD44 e suas 

variantes. A partir desta expressao, particularmente das variantes, podemos investiga-las 

como marcadores de diagn6stico e progn6stico de alguns tumores malignos em seres 

humanos. 

Areas normais da mucosa gastrica nao expressaram as variantes v5 e v6 da CD44 

(Harn et al., 1995). 0 adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal expressava fortemente as 

variantes v5 e v6 ao passo que tumores do tipo difuso expressavam predominantemente a 

variante v5. Com isto, foi sugerido que anticorpos anti-CD44v podem vir a ser uteis no 

diagn6stico do carcinoma gastrico e que a origem destes tipos de tumores pode ser distinta 

(Heider et al., 1993a). 0 carcinoma gastrico invasivo apresentou uma positividade maior da 

proteina do que o carcinoma intramucoso. Pacientes com tumores fortemente positivos 

apresentaram uma sobrevida media menor do que os fracamente positivos. lsto pode ser 

devido a urn fen6tipo mais invasive dos tumores com forte expressao desta molecula de 

adesao (Washington et al., 1994 ). 
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A concentrayao serica da CD44 mostrou-se 10 vezes superior ao normal em 

pacientes portadores de cancer gastrico ou colonico avanyados. 0 aumento estava 

relacionado principalmente com a presenya de metastases. Esta elevayao pode ser pela 

secreyao da proteina pelas celulas tumorais, pela liberayao pelas celulas tumorais mortas 

ou, entao, atraves das enzimas proteoliticas. A ressecyao cirurgica dos tumores estava 

associada a uma diminuiyao dos niveis sericos da CD44 (Guo et al., 1994a). 

Amostras de varios estagios da carcinogemese do cancer colorretal revelaram 

mudanyas na expressao das variantes da CD44 (Wielenga et al., 1993; Heider et al., 

1993b). Urn aumento da CD44 epitelial ocorreu nos tumores colorretais primarios e 

metastaticos, porem, na mucosa normal a positividade foi fraca (Tanabe et al., 1993). 

Estudos imunohistoquimicos da mucosa col6nica normal detectaram a presenya 

da CD44 e das suas variantes principalmente na zona proliferativa das criptas. Em outros 

sitios, a molecula estava praticamente ausente e suas variantes nao foram detectadas 

(Abbasi et al., 1993; Heider et al., 1993b; Wielenga et al., 1993). A forte positividade das 

variantes da proteina no epitelio colorretal pode levar a uma alterayao do processo adesivo 

e dos sinais promotores do crescimento associado com esta adesao (Pals et al., 1993). 

Expressao focal das variantes tambem foi encontrada em p61ipos adenomatoses e em 

areas de displasia. 0 aumento da expressao da CD44 estava claramente relacionado com 

grau de displasia (Heider et al., 1993b). Pequenos p61ipos displasicos eram positivos para 

a variante v5. Esta variante tambem estava fortemente expressa em estagios mais 

avanyados do cancer colorretal. Ja a variante v6 aumentava com a progressao do tumor 

(Wielenga et al., 1993). Observando a relayao da CD44 com os eventos somaticos da 

seqUencia adenoma~carcinoma constatou-se a expressao precoce da CD44 em 

pequenos adenomas. Muta96es do K-ras e do p53 foram observadas preferencialmente 

em adenomas grandes e adenomas contendo carcinomas. lsto sugere que a ativa9ao do 
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gene CD44 esta relacionado com os eventos mais precoces da sequencia adenoma~ 

carcinoma (Kim et al., 1994 ). 

Usando metoda imunohistoquimico ou PCR ("polimerase chain reaction") alguns 

autores demonstraram que a CD44 e suas variantes estavam expressas, no minima, em 

50o/o dos tumores colorretais primaries e em todas as metastases linfonodais, hepaticas e 

pulmonares (Matsumura & Tarin, 1992; Heider et al., 1993b; Wielenga et al., 1993; 

Orzechovski et al., 1995; Suh et al., 1995}. A progressao da doen~a nao-metastatica para 

metastatica ocasionou um aumento de positividade de CD44V6 de 50% para 80% 

(Wielenga et al., 1993). lsto determinou que as diferen~as quantitativas e qualitativas das 

variantes da CD44 na mucosa normal e nos tumores colonicos fossem relacionadas com 0 

progn6stico desta neoplasia (Finn et al., 1994}. Um relato sugeriu que a CD44v6 era um 

marcador tumoral independente do progn6stico, principalmente para os carcinomas 

colorretais nos estagios 8 e C de Dukes (Mulder et al., 1994 }. 0 mesmo autor investigou a 

rela~ao entre a expressao do gene p53 e as variantes v5 e v6 em adenomas e carcinomas 

colorretais. Com a progressao tumoral houve um aumento significative da CD44v6 e do 

p53. A variante v5 expressava-se fortemente independentemente do estagio da neoplasia. 

Os achados permitiram concluir que a expressao da v5 ocorria precocemente no cancer 

colorretal e a v6 era urn marcador da progressao tumoral (Mulder et al., 1995a). Alem disso 
' 

pacientes com tumores colorretais v6+ apresentaram uma sobrevida de 5 anos 

significativamente menor do que os v6- (Nihei et al, 1996}. 

Ichikawa (1994) nao constatou associa~ao significativa entre a expressao da CD44 

e a idade, sexo, tamanho, localiza~ao, tipo histol6gico, invasao serosa, dissemina~ao 

peritoneal e metastase linfonodais dos tumores colorretais. Porem, houve uma associa~ao 

significativa com a presen<;a de metastases hepaticas e recorrencia dos tumores ap6s as 

cirurgias curativas. Observou-se uma expectativa de vida maier para os pacientes que 

haviam sido submetidos a cirurgia curativa e nao expressavam a proteina. 
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Carcinomas proximais expressaram significativamente mais as variantes v5 e v6 

do que os tumores distais. Os grupos de pacientes CD44v6 positive no tumor primario 

apresentavam uma sobrevida menor que os CD44v6 negatives. lsto pode indicar que os 

tumores proximais e distais possam ter caracteristicas moleculares distintas (Mulder et al., 

1995b). 

Cortes histol6gicos de estagios precoces de tumores colorretais foram positives 

para a variante v6, o que nao ocorreu na maioria das especimes do cancer colorretal 

metastatico. Pon§m, a expressao desta variante relacionou-se positivamente com o estagio 

do tumor (Finke et al., 1995). 0 aumento da displasia celular nos neoplasmas colorretais 

ten de a ser acompanhado por uma maier expressao da protein a CD44 (Orzechowski et al., 

1995). 

Alguns autores nao observaram associa<;ao entre a expressao de CD44 e suas 

variantes e o estagio da doen<;a ou a sobrevida dos pacientes. A positividade da proteina 

nos carcinomas colorretais pode diferir dramaticamente da sua expressao na mucosa 

normal, porem, nao houve diferen<;a quando comparadas com p61ipos adenomatoses 

benignos ou metastases hepaticas (Jackson et al., 1995; lmazeki et al., 1996). Analise 

imunohistoquimica de tumores colorretais demonstrou que as variantes v5 e v6 estavam 

fortemente expressas em cada estagio da progressao tumoral de algumas das amostras 

estudadas, mas nao em todas (Gatley et al, 1996). A variante v6, que estava fortemente 

expressa nos tumores colorretais, pon3m, sem rela<;ao definida com a presen<;a ou nao de 

metastases, poderia ser considerada mais urn fen6tipo tumoral do que urn fator progn6stico 

(Higashikawa et al., 1996). Estas diferen<;as podem ser atribuidas a razoes tecnicas ou pela 

diferen<;a de criterios usados para incluir os pacientes nos estudos como, por exemplo, 

idade e estagio da doen<;a (Koretz et al., 1995). 

Dados recentes relacionados com a expressao da CD44 padrao e das variantes v5 

e v6 em adenomas e carcinomas precoces originados de adenomas demonstraram uma 
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fraca positividade da CD44 padrao nas areas adenomatosas adjacentes aos carcinomas 

precoces e nas areas de grande atipia celular. Adenomas com baixo grau de atipia 

apresentavam uma forte expressao desta protelna. Aproximadamente 60o/o dos p61ipos 

expressavam a variante v5. Ja a variante v6 aumentava a sua expressao conforme a 

progressao da displasia (Neumayer et al, 1999). 

Embora as variantes v5 e v6 apresentem uma expressao mais forte ap6s a 

transforma~ao de um tumor colorretal benigno em maligne, esta expressao pede estar 

ligada a um papel bio16gico mais complexo do que foi demonstrado ate hoje (Gatley et 

al., 1996). 

Outras variantes da CD44 como a v8 e a v1 0 tambem estao ligadas as neoplasias 

colorretais. Houve uma associa~ao entre a expressao destas variantes e a presen~a de 

metastases linfonodais ou hematogenicas, porem, nao com o tipo histol6gico ou com a 

invasao linfatica e venosa (Yamagushi et al., 1996). 

o processo metastatico e uma intera~ao complexa entre as celulas tumorais e os 

multiples fatores que compoem um microambiente como as moleculas de adesao, as 

enzimas proteoliticas, os fatores angiogenicos, os fatores de crescimento alem de outros 

(Azanovoorian et al., 1993). A angiogenese e a forma~ao de metastases envolvem a 

prolifera~ao e migra~ao celular. Muitas moleculas de adesao podem mediar este processo 

(Jain et al., 1996). 0 papel da CD44 e suas variantes no desenvolvimento, crescimento, 

invasao e metastases dos tumores malignos encontra-se sob continua investiga~ao. 

Mudan~as na expressao e fun~ao das moleculas de adesao sao uma caracterlstica 

importante dos tum ores gastrointestinais (Streit et al., 1996). 

Tendo os tumores colorretais propriedades que lhes conferem a capacidade de 

invadir e provocar metastases, devemos focar as pesquisas neste seu comportamento 

biol6gico maligne. A por~ao mais profunda do tumor e aquela que invade OS tecidos 

normais e provoca a sua dissemina~ao local e distante. Estas metastases requerem a 
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intera<;ao das celulas tumorais com a matriz extracelular e com outras celulas. A CD44 

satisfaz, em parte, o que as celulas tumorais necessitam para metastatizar como, por 

exemplo, intera<;6es intercelulares e das celulas com a matriz extracelular e a motilidade 

celular (entre outras). Apesar dos multiples estudos envolvendo a presen<;a da proteina 

CD44 nos tumores malignos, nao podemos afirmar que a sua presen<;a nestes tumores 

signifique, com certeza, urn pior progn6stico. A continuidade dos estudos esta propiciando 

urn maior entendimento da verdadeira fun9ao desta proteina na progressao das neoplasias 

malignas. 



3. OBJETIVOS 

Este estudo visa avaliar a expressao imunohistoquimica das variantes v5 e v6 da 

glicoproteina CD44 na margem tumoral invasiva de adenocarcinomas colorretais e sua 

associa<;ao com a presen<;a de metastases distantes e o 6bito. 



4. MATERIAL E METODOS 

4.1 Delineamento do Estudo: 

Estudo de Coorte Hist6rico 

4.2 Amostra Estudada: 

Foram selecionados aleatoriamente par sorteio do numero do prontuario 58 

adenocarcinomas avangados de um total de 292 pacientes submetidos a cirurgia par 

adenocarcinoma colorretal primario no The First Department of Internal Medicine, Division 

of Gastroenterology - Hiroshima University School of Medicine, no periodo compreeendido 

entre os anos de 1988 e 1991. Foram considerados validos, para criteria de inclusao no 

presente estudo, todos os adenocarcinomas colorretais avangados (invasao ate a muscular 

propria) operados no periodo entre 1988 e 1991 que apresentavam material histol6gico 

adequado (sem artefatos na tecnica de fixagao e colorac;ao por hematoxilina-eosina que 

comprometessem a avaliac;ao morfol6gica) e com seguimento p6s operat6rio. Todos os 

dados e o material histol6gico foram coletados pelo Dr. Claudio Rolim Teixeira, em uma 

extensao de sua Tese de Doutorado intitulada: "Histologic subclassification of the deepest 

invasive portion predicts malignant of colorectal carcinoma" (1993). Os dados foram 

analisados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre nos departamentos de Patologia e 

Citologia com permissao de Ken Haruma, professor do Departamento de Medicina lnterna -

Divisao de Gastroenterologia da Escola de Medicina da Universidade de Hiroshima. o 

estudo obteve a aprovagao da Comissao de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. 

Foram excluidos do estudo tres pacientes. Dais par apresentarem adenocarcinoma 

mucoprodutor que nao preencheram os criterios histol6gicos estabelecidos por Teixeira 

(1994) e um par ausencia de material histol6gico adequado para analise 

imunohistoquimica. 
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4.3 Metodologia 

As laminas foram preparadas a partir de blocos de parafina contendo a margem 

tumoral invasiva profunda sendo realizados cortes com 4J..tm com fixac;ao e montagem em 

lamina de vidro e colorac;ao com hematoxilina e eosina. 

Os procedimentos seqOenciais da tecnica imunohistoquimica respeitaram os 

principios e tecnicas imunol6gicas para o estudo de celulas e tecidos (Hsu et al., 1981 ). 

Para a demonstrac;ao imunohistoquimica da proteina CD44 variante 5 (v5) e CD44 variante 

6 (v6), anticorpos especificos contra a proteina foram aplicados nos cortes histol6gicos. Os 

anticorpos monoclonais utilizados foram o anti-CD44var(v5) - Cat. No. BMS 115 especifico 

para a variante 5 do CD44 humano, clone VFF-8, subclasse lgG1 eo Anti-CD44(v6) -Cat. 

No. BMS116 especifico para a variante 6 do CD44 humano, clone VFF-7, subclasse lgG1, 

adquiridos junto a Boehringer lngelhein- Bioproducts (Vienna-Austria). Foi aplicada a 

tecnica imunohistoquimica peroxidase anti-peroxidase (PAP). Como crom6geno foi 

utilizado o DAB - diaminobenzidina tetrahidrocloreto . 

Os procedimentos da tecnica imunohistoquimica realizados pelo Laborat6rio 

Anticorpos - Anatomia Patol6gica e Citopatologia (Niter6i - RJ) seguiram as passos 

descritos no anexo 1. 

4.3. 1 A valia~ao da Positividade 

As laminas foram analisadas par tres observadores (patologista, orientador e 

pesquisador) sem o conhecimento previa das variaveis clinico-patol6gicas e do seguimento 

dos pacientes. Utilizou-se microscopia 6tica - microsc6pio Zeiss-Axiolab, com lentes planas, 

acromaticas. 0 campo de observac;ao foi percorrido completamente com 50, 100 e 160 

aumentos com o objetivo de reconhecer areas de tumor, tecido normal e possibilidade de 
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background ou outros artefatos. A analise da positividade foi realizada na margem 

tumoral invasiva profunda. 

Na analise das laminas, foram consideradas positivas (figura 1 ,3 e 4) para a 

presen9a das variantes v5 e v6 da proteina CD44 (na margem tumoral invasiva profunda), 

aquelas que apresentavam imunorreatividade de cor acastanhada (DAB) na membrana 

das celulas contrastando com a contracolora9ao de fundo de cor azul (hematoxilina de 

Meyer). Foram consideradas negativas (figura 2) as que nao apresentavam a colora9ao 

acastanhada. 
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Figura 1 - Expreaalo lmunohlatoqufmlca poaltiva da varlante v5 (anticorpo anti-CD44- VFF-8) na margem 
tumoral lnvaalva. Obaerva-se a colora~lo acaatanhada na membrana daa c•lulaa (400x). 

Figura 2 • Gllndulaa tumorala que nlo expreaaam a varlante v5. Obaerva-se a auaAncia da colora~lo 
acaatanhada (400x). 
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Figura 3 -Adenocarcinoma colorretal com expressao positiva da CD44v6 (reac;ao antigeno- anticorpo 
anti-CD44v6). Observa-se a colorac;ao acastanhada da membrana das celulas pelo crom6geno e a contra
colorac;ao em hematoxilina de Meyer (400x). 



Figura 4 - Adenocarcinoma colorretal com expressao positiva da CD44v5 (reacao antigeno- anticorpo 
anti-CD44v5, clone VFF-8) Observa-se a coloracao acastanhada da membrana das celulas pelo 

crom6geno e a contra-coloracao em hematoxilina de Meyer (400x). 

31 
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Segundo Teixeira et al.(1993a), tumores compostos quase que inteiramente par forma96es 

glandulares regulares e arquitetura preservada foram classificados como bem 

diferenciados (figura 5).Tumores compostos principalmente de forma96es glandulares, 

combinadas a bainhas s61idas de celulas malignas, foram classificados como 

moderadamente diferenciados (figura 6). Tumores demonstrando dispersao de celulas ou 

ilhotas celulares, combinadas com glandulas de estrutura altamente irregular foram 

classificados como pouco diferenciados (figura 7). 

Para fins de analise estatistica, os adenocarcinomas foram separados em dois 

grupos: 0 grupo dos bem diferenciados, composto pelos tipos histol6gicos bem 

diferenciado e moderadamente diferenciado, uma vez que estes tumores apresentam um 

comportamento clinico semelhante (Talbot et al., 1981 ), e o grupo dos pouco 

diferenciados. 

A classifica9ao do tipo histol6gico do tumor foi centrada nos clones celulares 

predominantes na margem tumoral invasiva. Portanto, nem sempre o tipo histol6gico 

predominante em toda a lamina era o considerado pelo autor. 
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Figura 5 - Adenocarcinoma colorretal bern diferenciado demonstrando estrutura glandular regular e 
composta por celulas colunares. Os nucleos sao pequenos e com polaridade basal (H.-E., 200x). 

Figura 6 - Adenocarcinoma colorretal moderadamente diferenciado com estruturas glandulares menos 
regula res , porem permanecem facilmente reconhecidas em tamanho e forma (H.-E., 1 OOx). 



34 

Figura 7 - Adenocarcinoma pouco diferenciado com celulas ou ilhotas dispersas, associadas a 
estruturas glandulares com intensa irregularidade (H. -E., 32x). 

As variaveis analisadas dos carctnomas colorretais envolveram o tipo histol6gico, 

invasao da parede intestinal pelo tumor, tnvasao venosa , presen<;a de metastases 

linfonodais e a distancia, Classificac;ao de Dukes (excluindo-se o grupo A par tratar-se de 

tumores superficiais) , idade, sexo e 6bito. 

A avalia<;ao da associa<;ao entre as metastases distantes e o 6bito com a 

positividade da variantes v5 e v6 da proteina CD44 foi realizada atraves de uma analise 

bivariada , multivariada e regressao de Cox. As diferenc;as estatisticas foram consideradas 

significantes com um P menor ou igual a 0,05. 



5. RESULTADOS 

Os tumores estudados foram diagnosticados em pacientes com uma media de 

idade superior a 60 anos variando entre 41 e 84 anos. Na amostra, o tipo histol6gico mais 

frequente (na margem tumoral invasiva) entre os tumores colorretais foi o adenocarcinoma 

pouco diferenciado. 

A grande predominancia de tumores de reto e retossigm6ide justificaram a 

realiza9ao da retossigmoidectomia abdominal e da amputa9ao abdomino-perineal de reto 

como os procedimentos cirurgicos mais executados (tabela 1 ). 

(• 
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Tabela 1 - Descri~ao dos aspectos demograficos, anatomopatol6gicos e cirurgicos dos pacientes com 
tumores colorretais (n = 55). 

Variavel 

Ida de 

Sexo masculino n (0/o) 

Tipo histol6gico n (0/o) 

bern diferenciados 

pouco diferenciados 

Localizac;ao n (0/o) 

reto e retossigmoide 

colon ascendente 

colon sigmoide 

colon transversa 

ceca 

Procedimento cirurgico n (0/o) 

retossigmoidectomia abdominal 

amputa9ao abdomino-perineal de reto 

colectomia direita 

sigmoidectomia 

colectomia transversa 

colectomia esquerda 

64,3 ± 10,2 a nos 

36 (65,5) 

25 (45,2) 

30 (54,5) 

33 (60) 

9 (16,4) 

8 (14,5) 

4 (7,3) 

1 (1 ,8) 

22 (40) 

12 (21,8) 

10 (18,2) 

7 (12,7) 

3 (5,5) 

1 (1 ,8) 
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Na analise das variaveis potencialmente relacionadas com a evoluQao das 

neoplasias observamos que a grande maioria dos tumores apresentava invasao venosa e 

que em aproximadamente 50°/o dos cases houve o aparecimento de metastases 

linfonodais ou a distancia (tabela 2). 

0 seguimento p6s-operat6rio dos pacientes teve uma media de 31 meses sendo 

que 20 pacientes morrreram neste periodo em conseqOencia da doenQa metastatica 

(anexo 2). 

Na amostra estudada, a expressao imunohistoquimica da variante v5 da proteina 

CD44 na margem tumoral invasiva ocorreu numa porcentagem bern superior a da variante 

v6 como pode ser observado na tabela 2. Entre os tumores pouco diferenciados 63,3°/o 

expressavam a variante v5 ao passe que 50°/o dos tumores bern diferenciados eram 

positives para esta mesma variante (P= 0,479; RR= 1 ,27). Em relaQao a variante v6, 42,9o/o 

dos tumores pouco diferenciados expressavam esta proteina e so mente 16, 7o/o dos 

tumores bern diferenciados eram positives para a v6 (P= 0,249; RR= 2,57). 

Tabela 2 - Descric;ao das caracteristicas potencialmente relacionadas com a evoluc;ao e progn6stico 
dos tumores colorretais. 

Variavel n 0/o 

lnvasao venosa 38 73,1 

lnvasao da parede intestinal 14 25,5 

Metastases linfonodais 29 52,7 

Metastases a distancia 27 49,1 

v5 positive (n = 54) 31 57,4 

v6 positive (n = 33) 1 1 33,3 
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Nas 31 amostras que expressavam a variante v5 da proteina CD44, 61 ,3°/o 

apresentavam metastases linfonodais. Nas 23 amostras que nao expressavam a proteina, 

39,1 °/o tin ham os linfonodos comprometidos com celulas tumorais (RR= 1 ,57 e P= 0, 182). 

Na analise das 11 amostras com variante v6+, 72,7% apresentavam metastases 

linfonodais. Das 22 amostras sem a expressao desta proteina, 50o/o apresentavam 

metastases linfonodais (RR= 1 ,45 e P=0,278). 

Quando observamos a relagao entre os diversos fatores e o aparecimento de 

metastases a distancia (tabela 3) pode-se constatar que os pacientes que possuiam idade 

menor ou igual a 65 anos (linha de corte determinada aleatoriamente, pais o pica da 

doenga ocorre na setima decada de vida - Gordon & Nivatvongs, 1999) apresentavam um 

risco significativamente maier de metastases (P= 0,021 ). Nao houve diferenga entre sexo 

masculine e feminine e o surgimento de metastases distantes. 

Os pacientes com adenocarcinoma pouco diferenciado apresentaram um risco 5 

vezes maier de metastases a distancia do que os pacientes com tumores bem 

diferenciados (P= 0,009) 

Tumores com invasao venosa, ou cujo crescimento local ultrapassava a serosa ou 

a adventicia, tambem evidenciaram um risco significativamente maior de apresentarem 

doenga metastatica (P= 0,012 e 0,024 respectivamente). 

Em relagao ao comprometimento linfonodal, 72°/o dos pacientes que apresentavam 

celulas tumorais nos linfonodos tambem apresentavam doenga metastatica distante, ao 

passe que somente 23°/o dos pacientes com linfonodos livres da doenga revelaram-se com 

metastases a distancia (P <0,001 ). 

A expressao positiva da variante v5 da proteina CD44 nao apresentou associagao 

com o aparecimento das metastases distantes (RC= 1, 16). Aproximadamente 50o/o dos 

pacientes com v5+ e v5- desenvolveram doenga tumoral a distancia (P= 1 ,000). No 

entanto, a positividade da variante v6 na margem tumoral invasiva mostrou um risco 2,67 
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vezes maior de que ocorra metastase distante do que quando a protefna nao esta 

expressa. Porem, este achado nao atingiu significfmcia estatistica (P= 0,278). 

Tabela 3 - Avalia~ao bivariada das associa~oes entre diversos fatores e a ocorrencia de metastases em 
carcinomas colorretais. 

Metastases 

Variavel n f % RC IC95% p 

I dade 

< ou igual a 65 anos 29 19 65,5 4,28 1,37-13,25 0,021 

>que 65 anos 26 8 30,8 

Sexo 

mascu/ino 36 17 47,2 0,81 0,26-2,45 0,922 

feminino 19 10 52,6 

Tipo histol6gico 

pouco diferenciado 30 20 66,7 5,14 1,62- 16,35 0,009 

bem diferenciado 25 7 28,0 

lnvasao da parede intestinal 

u/trapassa serosa/adventicia 14 11 78,6 5,73 1,38- 23,76 0,024 

nao ultrapassa 41 16 39,0 

lnvasao venosa 

com invasao 38 22 57,9 8,25 1,62-42,09 0,012 

sem invasao 14 2 14,3 

Linfonodos 

com metastases 29 21 72,4 8,75 2,23- 36,66 <0,001 

sem metastases 26 6 23,1 

Dukes 

B 23 2 8,7 

c 15 8 53,3 12,00 1,67- 108,9 0,006 

D 17 17 100 11 ,5 3,06-43,23 <0,001 

v5 

positivo 31 16 51,6 1,16 0,40-3,43 :=1,000 

negativo 23 11 47,8 

v6 

positivo 11 8 72,7 2,67 0,56- 12,79 0,278 

negativo 22 11 50,0 

RC = Razao de Chances; IC =Intervale de ConfianQa. 
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Quando a relac;ao entre as variantes v5 e v6 da proteina CD44 e a ocorrencia de 

metastases distantes foi analisada par um modele de regressao logistica, pode-se observar 

que a tendencia associativa demonstrada pela avaliac;ao bivariada (tabela 3) da expressao 

positiva da variante v6 com o surgimento destas metastases nao foi confirmada quando 

controlada pelos potenciais fatores de confusao como tipo histol6gico pouco diferenciado e 

ida de inferior ou igual a 65 a nos (tabela 4 ). Paradoxalmente a variante v5 expressou-se 

como um fator de protec;ao (tabela 5). No entanto, nao se pede descartar ausencia de 

relac;ao de associac;ao entre v5 e metastases distantes. Outras caracteristicas alistadas 

com 0 progn6stico como a presenc;a de metastases linfonodais e a idade inferior a 65 anos 

contribuiram de maneira significativa para a ocorrencia de metastases distantes. 0 tipo 

histol6gico pouco diferenciado esteve muito proximo de atingir significancia (P= 0,078). 

Tabela 4 - Modelo de regressao logistica para avalia~ao da associa~ao entre a variante v6 da proteina 
CD44 e ocorrencia de metastases controlando para potenciais fatores de confusao. 

Varia vel coeficiente RC IC 95°/o p 

Tipo hist. Pouco diferenciado 2,76 15,57 2,23 - 108,56 0,006 

v6 expressa na margem invasiva 0,14 1 '15 0,15-8,64 0,895 

ldade menor ou igual a 65 anos 1,01 2,76 0,42-17,92 0,288 

RC = Razao de Chances; IC = lntervalo de Confianc;a 
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Tabela 5 - Modelo de regressao logistica para avaliat;ao da associac;ao entre a variante v5 da proteina 
CD44 e ocorrencia de metastases controlando para potenciais fatores de confusao. 

Variavel Coeficiente RC IC 95o/o p 

v5 expressa na margem invasiva - 1,68 0,19 0,03-1,17 0,073 

Tipo hist. Pouco diferenciado 1,38 3,96 0,86- 18,30 0,078 

Metastases linfonodais 3,02 20,42 3,79- 109,83 <0,001 

ldade menor ou igual a 65 anos 1,85 6,35 1,21 - 33,38 0,029 

RC = Razao de Chances; IC =Intervale de Confianya. 
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colorretal. 



cu 1.0 
u 
'> 
Q.) 

.8 .... 
..Q 
0 .._ 
C/) 

Q.) .6 
u 
0 

tCU 
.4 t)'l .._ 

0 
a.. 
0 .2 .._ 
a.. 

0.0 
0 

P=0,806 

10 20 30 40 50 60 

V5 

Negativo 

· Positivo 
70 

Seguimento (meses) 

Figura g - Grafico de Kaplan-Meier demonstrando a sobrevida entre os grupos vS+ e v5-

ro 1.0 
u 
'> 
Q) .a .._ 
.c 
0 
C/) 

Q) .6 u 
0 
rro 
(jt .4 .._ 
0 
a. 
0 .._ 

.2 a.. 

0.0 

P=0,669 

0 10 20 30 40 50 60 

V6 

Negativo 

• Positivo 
70 

Seguimento (meses) 

Figura 1 o -Grafico de Kaplan-Meier demonstrando a sobrevida entre os grupos v6+ e v6-

43 



A avalia<;ao do 6bito e sua rela<;ao com os diversos fatores demonstrou uma forte 

associa<;ao com a invasao venosa e a presen<;a de metastases linfonodais e a distancia 

(tabela 6). 

Os pacientes com idade inferior ou igual a 65 anos apresentaram uma taxa de 

6bito de aproximadamente 50°/o contra 23°/o dos pacientes com idade superior a 65 anos . 

Nao ocorreu diferen<;a significativa entre sexo masculine e feminine, o grau de 

invasao da parede intestinal (ultrapassando ou nao a serosa ou adventicia) e a ocorrencia 

de 6bito. 

Uma propor<;ao de aproximadamente 35°/o dos pacientes v5+ e v5- morreram 

como consequencia da doen<;a. (RC=1, 18 e P=0,991 ). Em rela<;ao a variante v6 , a taxa de 

6bito foi de 45,5°/o para os pacientes v6+ e de 36,6°/o para os v6- (RC=1 ,46 e P=0,900). A 

analise bivariada da associa<;ao da expressao das variantes v5 e v6 da protelna CD44 na 

margem tumoral invasiva dos tumores colorretais examinados demonstrou que nao houve 

associa<;ao da sua positividade com a ocorrencia do 6bito. 

A invasao venosa, as metastases linfonodais e as metastases distantes foram os 

fatores significativos para o 6bito (tabela 6). 
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Tabela 6 - Avalia~ao bivariada da associa~ao entre diversos fatores e a ocorrencia de 6bito em 
carcinomas colorretais. 

Obi to 

Variavel n f % RC IC95% p 

I dade 

< ou igual a 65 anos 29 14 48,3 3,11 0,97-9,99 0,097 

> que 65 anos 26 6 23,1 

Sexo 

masculino 36 12 33,3 0,69 0,22- 2,16 0,728 

feminino 19 8 42,1 

Tipo Histol6gico 

pouco diferenciado 30 14 46,7 2,78 0,86-8,89 0,145 

bern diferenciado 25 6 24,0 

lnvasao da parede intestinal 

ultrapassa serosa/adventicia 14 7 50,0 2,15 0,63-7,42 0,365 

nao ultrapassa 41 13 31,7 

lnvasao venosa 

com invasao 38 17 44,7 10,52 1,25- 88,74 0,019 

sem invasao 14 1 7,1 

Linfonodos 

com metastases 29 16 55,2 6,77 1,62- 30,72 0,005 

sem metastases 26 4 15,4 

Metastases a dist~mcia 
com metastases 27 20 74,1 <0,001 

sem metastases 28 0 0 

v5 

positivo 31 12 38,7 1 '18 0,39-3,64 0,991 

negativo 23 8 34,8 

v6 

positivo 11 5 45,5 1,46 0,34-6,35 0,900 

negativo 22 8 36,6 

RC = Razao de Chances; IC =Intervale de Confian<;a. 
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No modele estatistico de regressao utilizado entre a expressao da variante v5 e a 

ocorrencia do 6bito (tabela 7), observou-se que novamente a variante v5 surgiu como fator 

protetor para este desfecho. Os pacientes no estagio D de Dukes associaram-se 

significativamente com o 6bito (P=0,005) e os pacientes no estagio C estiveram muito 

pr6ximos de atingir esta significancia (RR= 7 ,03; P=0,078). 

Os pacientes com idade menor ou igual a 65 anos e os com tumores pouco 

diferenciados apresentam um risco maior para o 6bito, porem, sem significancia estatistica. 

Tabela 7 - Modelo de regressao de azares proporcionais (regressao de Cox) entre a variante 5 da 
proteina CD44 e o tempo para o 6bito. 

Variavel coeficiente RR IC 95o/o p 

V5 -1,33 0,26 0,08-0,87 0,029 

Tumor pouco diferenciado 0,99 2,68 0,76-9,47 0,126 

Dukes 
B 

c 1,95 7,03 0,80-61,39 0,078 

D 3,91 49,70 5,51 -448,35 0,005 

ldade menor ou igual a 65 anos 1,01 2,76 0,82-9,24 0,101 

lnvasao venosa 0,70 2,03 0,24- 17,06 0,515 

RR = Risco Relativo; IC = Intervale de Confian~a. 



6. DISCUSSAO 

As metastases sao as responsaveis pela maioria das mortes nos pacientes com 

cancer (Paste & Fidler, 1980). Atualmente, o progn6stico dos tumores colorretais e 

baseado principalmente no seu estagio no momenta da cirurgia. A identifica9ao de 

caracteristicas bio16gicas que possam reconhecer uma maior propensao destes tumores 

para metastatizar poderiam ajudar na sele9ao dos pacientes candidates a terapia 

complementar neoadjuvante (NHI, 1990). 0 processo metastatico compreende uma serie 

de intera96es complexas entre as celulas tumorais e os varios fatores que compoem o 

microambiente hospedeiro, como as moleculas de adesao, as enzimas proteoliticas, os 

fatores de crescimento, a angiogenese e os receptores dos fatores de crescimento (Frost & 

Levin, 1992; Azanovoorian et al., 1993). Urn estudo experimental demonstrou que uma 

nova variante da proteina CD44 determinava comportamento metastatico a uma linhagem 

de celulas nao metastaticas de carcinoma do pancreas em ratos. Estabeleceu-se entao, 

uma rela9ao causal direta entre a expressao desta glicoproteina de membrana e a 

forma9ao de metastases tum ora is (Gunthert et al., 1991 ). A partir deste relata, varies 

pesquisadores tern buscado relacionar a sua expressao e de suas variantes como urn 

possivel marcador do potencial metastatico dos tumores colorretais (Wielenga et al., 1993; 

Mulder et al., 1994; Herrlich et al., 1995; Rapponen et al., 1998; Bhatavdekar et al., 1998; 

loachim et al., 1999). 

o carcinoma colorretal possui subpopula96es heterogeneas de celulas crescendo 

e aprofundando-se gradualmente atraves das camadas da parede col6nica. 0 diagn6stico 

histol6gico e baseado, usualmente, na parte dominante do tumor. Observamos que na 

nossa amostra, os clones de celulas neoplasicas mais frequentes na margem tumoral 
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invasiva (profunda) pertenciam ao tipo histol6gico pouco diferenciado, conferindo a estes 

adenocarcinomas col6nicos uma maior agressividade (Teixeira et al., 1993b). 

A maioria dos estudos identificam a CD44 e suas variantes por metodo 

imunohistoquimico ou por RT-PCR ("reverse transcriptase-polimerase chain reaction"). A 

capacidade da tecnica imunohistoquimica para diferenciar celulas normais de celulas 

malignas e uma vantagem sobre a RT-PCR. Por ser vulneravel as ribonucleases, a RT

PCR deve ser realizada em amostras que tenham sido imediatamente congeladas e nao 

devem ser estocadas por mais de urn mes. Assim, de acordo com o nosso material, a 

tecnica imunohistoquimica foi a escolhida para a execuc;ao do trabalho. 

0 nosso criteria de positividade para a expressao das variantes v5 e v6 limitou-se 

a margem tumoral invasiva. Adotamos esta regiao para o estudo porque a porc;ao mais 

profunda do tumor e, em ultima analise, a que vai invadir e gerar as metastases. Esta 

regiao tumoral tern sido alvo de investigac;oes. Estudos mostram que na margem profunda 

dos carcinomas colorretais ocorre uma maior proliferac;ao celular e que esta proliferac;ao 

relaciona-se com o grau de diferenciac;ao tumoral (Teixeira et al., 1994 ). 

Sendo positiva a reac;ao com os anticorpos anti-CD44 v5 e v6 neste local, 

consideramos que as amostras expressavam as variantes. Portanto, como Harn et al. 

(1995), adotamos apenas o criteria positivo ou negativo para a presenc;a das variantes. 

Ainda que avaliassemos os padroes em forte ou fraco, focal ou difuso, a 

subjetividade e tambem a irregularidade tecnica da colorac;ao, seriam fatores decisivos 

para a contestac;ao. 

lnumeros criterios de positividade para a proteina CD44 e suas variantes podem 

ser encontrados na literatura. Eles dependem, freqOentemente, da subjetividade da 

interpretac;ao do patologista examinador, dos indices utilizados para a positividade das 

amostras, dos criterios de diluic;ao do anticorpo utilizado e dos demais aspectos da tecnica 

imunohistoquimica. A disponibilidade de automac;ao do procedimento de colorac;ao 

.. ..., 
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imunohistoquimica para a avaliagao de marcadores tumorais ou a contagem por metodos 

quantitativos baseados em analise de imagem digital parecem ser solugoes para a melhoria 

da reprodutibilidade tecnica intra e interlaboratoriais (Tubbs & Bauer, 1989; Nadji & 

Morales, 1997). 

Substancias como melanina e hemosiderina podem causar dificuldades na 

interpretagao. Os artefatos geralmente ocorrem por uma deposigao do precipitado de forma 

aleat6ria. Problemas com a tecnica imunohistoquimica podem ocorrer com a deposigao do 

reagente em secc;;oes que nao apresentam exatamente o mesmo corte. Outras dificuldades 

podem estar relacionada com o excesso de reatividade ("background"), uma reagao muito 

fraca ou completamente negativa (Bratthauer & Adams, 1994 ). Como a formalina afeta a 

imunorreatividade, problemas com a tecnica imunohistoquimica podem ocorrer mais 

freqOentemente no material fixado em parafina do que do que no tecido congelado 

(Neumayer et al., 1999). 

Urn estudo relacionando a expressao da variante v6 com a progressao tumoral no 

cancer colorretal considerou positivos os tum ores que mostravam rna is do que 1 0°/o das 

celulas cancerosas coradas pelo anticorpo (Wielenga et al., 1993). Ichikawa (1994) utilizou 

o metodo da intensidade da expressao e criou urn escore -, ±, +, ou ++. Quando rna is do 

que 5o/o das celulas que compunham o tecido tumoral eram + ou ++, classificava-se o caso 

como positivo. Washington et al. (1994 ), tam bern definiram a positividade os negatividade 

pela intensidade, contudo, nao citou os criterios para a inclusao das amostras nas 

respectivas classificac;;oes. 

Mulder et a1.(1995a), classificou a positividade de maneira quantitativa. 0 autor 

justificou seu metodo baseado num estudo previo que quantificou a expressao da proteina 

por imunohistoquimica usando uma analise de imagens computadorizadas. 

lnumeros relatos na literatura apresentam criterios aleat6rios para classificar a 

expressao da CD44 e suas variantes nos tum ores colorretais (Jackson et al., 1995; 
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Nagabhushan et al. I 1 996; Gatley et al. 1 996; Kainz et al. I 1 996; Nihei et al. I 1 996; 

Yamaguchi et al.,1 996). 0 resultado destas diferen9as e uma maior subjetividade no 

momenta de avaliar se um tumor expressa ou nao a CD44 e ou suas variantes. Alem dissol 

o uso de diferentes anticorpos com diferentes concentra9oes por diferentes laboratories, 

torna o metoda imunohistoquimico mais vulneravel. Uma padroniza9ao universal dos 

criterios de positividade da CD44 e de suas variantes e fundamental para que possamos 

tornar mais fidedignos os dados coletados pelos pesquisadores das diferentes institui9oes. 

Demonstramos por metoda imunohistoquimico que na margem tumoral invasiva a 

expressao da CD44v5 foi superior a expressao da CD44v6 (57,4 e 33,3o/o, 

respectivamente). 0 nosso indice nao muito alto de positividade pode ter sido influenciado 

pelo uso de material embebido em parafina ao inves de tecido congelado. Na literatura os 

dados sao contradit6rios. Porem, devemos considerar que a expressao da proteina e 

analisada geralmente em todo o tecido tumoral e nao somente na margem profunda como 

foi por n6s estudado. Mulder et al.(1 995a), observando por metoda imunohistoquimico a 

expressao da variante v5 nos tumores colorretais, encontraram 95o/o de positividade nos 

estagios A e 8 de Dukes e 96°/o nos estagios C e D. A variante v6 estava expressa em 67°/o 

dos tumores nos estagios A e 8 e, em 82°/o dos tumores nos estagios C e D. Num outro 

estudo, os mesmos autores observaram 90°/o e 69o/o de positividade respectivamente para 

as variantes v5 e v6 (Mulder et al., 1 995b). 

Na compara9ao entre os tumores pouco diferenciados e bern diferenciados, 

constatamos que as variantes v5 e v6 expressavam-se com maior frequencia no tipo 

histol6gico pouco diferenciado sem contudo atingir significancia. A mesma tendencia pode 

ser observada em rela9ao as metastases linfonodais. Confirmando estes resultados, 

estudos mostraram uma associa9ao da CD44 padrao e principalmente da variante v6 com 

a presen9a de metastases linfonodais e distantes. Pacientes que expressavam fortemente 

a variante v6 no epitelio tumoral apresentaram uma sobrevida menor do que aqueles que 
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nao a expressavam (Mulder et al., 1994; Wimmenauer et al., 1997; Rapponen et al., 1998; 

Wielenga et al., 1998). 

Nossos achados referentes a expressao das variantes v5 e v6 na margem tumoral 

invasiva nao evidenciaram associa9ao com o surgimento de metastases distantes. Apesar 

da CD44v5 estar presente em estagios precoces do adenocarcinoma colorretal e aumentar 

nos estagios mais avan9ados (Weilenga et al., 1993), esta variante nao foi relacionada 

com o surgimento de metastases viscerais. Observamos que 50o/o dos pacientes com 

tumores v5 positive e tambem 50°/o dos pacientes com tumores v5 negative, apresentaram 

metastases a distancia. 

Em rela9ao a CD44v6, 8 dos 11 tumores que expressavam esta variante 

apresentaram metastases distantes, ao passe que apenas 11 dos 22 tumores negatives 

eram metastaticos. Estes dados sugerem urn risco aumentado para o surgimento de 

metastases distantes em pacientes com tumores v6 positive, porem, sem significancia 

estatistica. Quando utilizou-se urn modelo de regressao multivariada com os possiveis 

fatores de confusao para o surgimento de metastases distantes, a associa9ao entre a 

variante v6 e a ocorrencia destas metastases desapareceu. Urn estudo comparando a 

expressao da variante v6 na mucosa colonica normal e nas amostras de tumores 

colorretais demonstrou que aproximadamente 85°/o das amostras de tumores colorretais 

expressavam v6, porem, na mucosa col6nica normal a expressao era de 81°/o. Este achado 

e contrario a rela9ao da v6 com a progressao tumoral. A variante v5 apresentava baixa 

positividade tanto nas amostras de mucosa normal, como nas amostras de cancer 

colorretal. Sendo assim, os autores questionaram o papel das variantes da CD44 como 

indicadoras da progressao do cancer colorretal (Gotley et al., 1996). 

Algumas hip6teses pod em ser especuladas em rela9ao aos nossos achados: 1) A 

expressao desta proteina pode ser perdida pelas celulas tumorais durante a aquisi9ao da 

sua fun9ao migrat6ria, ja que adenomas e carcinomas primaries expressavam a variante, e 
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o tecido metastatico nao (Coppola et al., 1998). 2) Pode ocorrer uma diminuic;ao da 

disponibilidade de epitopos especificos para a CD44v6 na superficie dos tumores 

avanc;ados (Finke et al., 1995; Weg-Remers et al., 1998). 3) Outra possibilidade e o 

mascaramento dos epitopos das variantes por uma glicosilac;ao alterada. Esta poderia ser 

a explicac;ao para os tumores colorretais primaries que nao expressaram a CD44 e suas 

variantes atraves metodo imunohistoquimico e posteriormente tornarem-se positivos ap6s 

analise por RT-PCR (Orzechowski et al., 1995; Givehchian et al., 1998). 4) Outra 

possibilidade e a diminuic;ao da expressao das variantes por substancias que participem do 

processo metastatico das celulas cancerosas. Rudzki et al. (1997}, induzindo quimicamente 

o surgimento de tumores de colon em camundongos, observaram que havia uma tendencia 

a perda da imunorreatividade das celulas tumorais (para a CD44 e suas variantes) em 

tumores invasivos. Portanto, tumores que adquirem propriedades metastaticas, estariam 

relacionados com a menor expressao da proteina. 5) A limitac;ao imposta pela tecnica 

imunohistoquimica, onde os anticorpos estao restritos ao reconhecimento dos epitopos 

codificados por urn limitado numero de exons (Naor et al., 1997). Uma analise da variante 

v6 com 3 diferentes anticorpos anti-CD44v6 demonstrou que os anticorpos apresentavam 

afinidades diferentes pelo epitopo em questao. Enquanto o clone VFF7 (o mesmo utilizado 

pelo nosso estudo) apresentou uma taxa de expressao de 19o/o, o clone VFF18 apresentou 

uma taxa de 94o/o (Wielenga et al., 1998). 

Utilizando o mesmo modele de regressao para analizar a expressao da variante 

v5, foi observado que a sua presenc;a surgia como urn fator de protec;ao para as 

metastases. No entanto, o mais provavel e uma ausencia de relac;ao entre a positividade 

de v5 e a presenc;a ou ausemcia de metastases distantes. Como a literatura permanece 

conflitante em relac;ao ao papel da CD44 e suas variantes no processo maligne, pode-se 

especular que as fungoes adesivas desta proteina podem colaborar para a manutenc;ao da 

arquitetura dos tecido tumoral, impedindo que a celula cancerosa metastatise. Uma 
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diminuic;ao da sua presenc;a pode permitir que a celula maligna destaque-se do tumor 

primario e invada os tecidos adjacentes. 

Tipo histol6gico pouco diferenciado, metastases linfonodais, idade, invasao 

venosa e invasao serosa foram os fatores de risco que contribuiram significativamente para 

o surgimento de metastases viscerais. Recentemente, outros autores encontraram 

resultados semelhantes: foram determinantes das metastases viscerais a presenc;a da 

invasao venosa, da invasao da serosa e das metastases linfonodais(Adachi et al., 1999). 

A avaliac;ao bivariada entre a expressao das variantes v5 e v6 da proteina CD44 

na margem tumoral invasiva e a ocorrencia do 6bito demonstrou que nao ocorreu 

associac;ao significativa entre a sua positividade e o desfecho em questao. As mesmas 

hip6teses sugeridas para a ausencia de relac;ao entre v5 e v6 e o surgimento de 

metastases distantes podem ser aplicadas a esta avaliac;ao. Como adenomas e tumores 

precoces expressam as variantes v5 e v6 (Mueller et al., 1998; Wielenga et al., 1999), 

podemos inferir a sua expressao esta mais relacionada com os eventos iniciais da 

carcinogenege do que com o evento final, ou seja, o 6bito. 

Nossos resultados demonstraram que a invasao venosa, as metastases 

linfonodais e viscerais foram os fatores que contribuiram significativamente para o 6bito. 

Novamente, no modele estatistico de regressao, a variante v5 expressou-se de 

maneira significativa como um fator de protec;ao para o 6bito. Ao encontro deste achado vai 

o trabalho de Soukka et al. (1997), que estudou a expressao da CD44v6 durante a 

proliferac;ao de celulas epiteliais normais e malignas. Os autores observaram, em contraste 

com muitas outras doenc;as malignas, que a expressao da CD44v6 estava diminuida nos 

carcinomas escamocelulares de cabec;a e pescoc;o. Celulas do epitelio escamoso 

apresentam alta expressao da CD44 e suas variantes. Porem, durante a transformac;ao 

maligna, ocorre uma diminui<;ao desta proteina. 
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Estudos como os de Ichikawa (1994) e Nihei et al.(1996), que relacionaram a 

expressao da variante v6 com o pior progn6stico dos tumores colorretais, apresentaram urn 

seguimento dos pacientes durante 60 meses. As curvas de Kaplan-Meier apresentadas 

pelos autores mostraram que as diferen<;as de sobrevivencia entre os grupos 

CD44+/CD44v6+ e CD44-/CD44v6- come<;avam a acentuar-se a partir do trigesimo mes de 

acompanhamento. Na nossa amostragem, alem de termos urn numero reduzido de 

tumores testados para a variante v6 (33 amostras), o seguimento medio destes pacientes 

foi de apenas 31 meses (anexo 2). Dos 11 pacientes com v6+, 5 morreram nos seis 

primeiros meses de acompanhamento p6s-operat6rio. Entre os 6 pacientes restantes, 3 

apresentavam metastases distantes com seguimento que variava entre 12 e 30 meses. 

Portanto, nestes 3 pacientes, o 6bito deve ter ocorrido em urn curto espa<;o de tempo. 

Considerando estes dados, podemos inferir que, com uma maior amostragem e urn tempo 

maior de seguimento, os nossos achados poderiam ir ao encontro dos estudos daqueles 

autores, associando o pior progn6stico aos tumores com expressao da variante v6 da 

CD44. 

As variantes v5 e v6 estao presentes nas altera<;oes precoces da sequencia 

adenoma-carcinoma. A expressao da CD44v6 parece estar associada com o pior 

progn6stico nos pacientes com cancer colorretal. lnumeros relatos citados apontam nesta 

dire<;ao. Como analisamos adenocarcinomas avan<;ados, poderiamos esperar uma 

porcentagem maier de amostras positivas. Porem, outros estudos constataram uma 

diminui<;ao da expressao da v6 no cancer colorretal metastatico (tanto no tecido primario 

como no tecido metastatico ). lsto sugere a existencia de mecanismos reguladores que 

influenciam a expressao das variantes v5 e v6 nos tumores benignos e malignos. A partir 

dos nossos resultados e dos observados na literatura, constatamos que mais estudos 

serao necessaries para compreender os mecanismos reguladores da expressao das 

variantes da CD44. 
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6.1 Perspectivas 

Os estudos mostrando a relayao entre a expressao da CD44 e suas variantes com 

a progressao do cancer colorretal tern sido conflitantes. 

Como as interayoes entre a matriz extracelular e a CD44 fazem parte das funyoes 

fisiol6gicas dos tecidos, e importante identificar as variantes da CD44 expressas 

exclusivamente nas celulas tumorais. Assim, as alternativas terapeuticas estariam focadas 

especificamente para os antagonistas destas variantes, evitando a disseminayao dos 

tumores e nao causando dano as atividades biol6gicas normais. Ja em 1993, Seiter et al., 

haviam sugerido que anticorpos monoclonais anti-CD44 poderiam bloquear a disseminayao 

de celulas tumorais para os linfonodos. A administrac;ao de inibidores da adesao celular no 

momento da cirurgia, usando anticorpos monoclonais ou peptidios sinteticos, poderia 

diminuir a incidencia de metastases ou prolongar o tempo no qual elas se tornariam 

clinicamente evidentes (Streit et al., 1996). 

lnvestigac;oes dos mecanismos de adesao e migrac;ao transendotelial das celulas 

cancerosas colorretais tern demonstrado a forte expressao da proteina CD44 (Fujisaki et 

al., 1999). 0 efeito de um anticorpo monoclonal anti-CD44 sobre a proliferac;ao e migrac;ao 

destas celulas e sua formac;ao capilar, provocou a inibic;ao da formac;ao capilar (reduc;ao 

de aproximadamente 30°/o da proliferac;ao e de 25 a 50°/o na migrac;ao celular), sugerindo 0 

envolvimento desta proteina na angiogenese (Trochon et al., 1996). A interac;ao das 

proteinas adesivas expressas na superficie das celulas endoteliais com os componentes 

da matriz extracelular parece ser urn dos fatores determinantes da angiogenese. Como foi 

demonstrado que a angiogenese apresenta associac;ao estatisticamente significativa com a 

invasao tumoral do adenocarcinoma colorretal (Tarta, 1998), consideramos que estudos 

focados na relac;ao entre angiogenese e CD44 poderao colaborar para o entendimento do 

processo metastatico e o surgimento de novas modalidades terapeuticas. 
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Pesquisas com a inclusao de tumores em estagios mais precoces e com 

seguimentos mais longos poderao clarear a significancia da CD44 e das suas variantes no 

surgimento das metastases. Expressao alterada da CD44 foi observada em focos de 

criptas aberrantes com displasia, que e a lesao mais precocemente detectavel nas 

neoplasias colorretais (Wielenga et al., 1999). Carcinomas precoces origin ados de 

adenomas e carcinomas "de novo" apresentaram urn aumento importante da expressao da 

CD44 e das variantes v5 e v6 nas areas carcinomatosas em comparac;ao com as areas de 

mucosa normal de ambos os grupos (Mueller et al., 1998). 

Como na genese do tumor colorretal a expressao da variante v5 ocorre 

precocemente em pequenos p61ipos displasicos, a sua pesquisa nas fezes dos pacientes 

poderia indicar alterac;oes precoces do epitelio intestinal (Herrlich et al., 1995). Urn estudo 

recente demonstrou a expressao das variantes da CD44 em celulas presentes nas fezes 

de pacientes com carcinoma colorretal. Ap6s o procedimento cirurgico a sua positividade 

nas celulas esfoliadas diminuia consideravelmente. Esta expressao pode fornecer urn teste 

diagn6stico nao invasive para os pacientes portadores de neoplasia colorretal (Yamao et 

al., 1998). A variante v6, detectada nos tumores, poderia direcionar os pacientes para 

receberem tratamento com anticorpos anti-CD44v6 ap6s o procedimento cirurgico. 0 

objetivo seria eliminar ou inibir as celulas tumorais remanescentes (Herrlich et al., 1995). 

Outras relac;oes entre isoformas da CD44 tern sido sugeridas como indicadoras do 

progn6stico dos tumores colorretais. A razao CD44 Epiteliai/CD44 Hematopoietica 

(CD44E/CD44H) mostrou-se maior nas amostras de tumores colorretais do que no tecido 

nao tumoral adjacente (Shibuya et al., 1998). A elevac;ao serica da v6 pode estar associada 

a presenc;a de metastases linfonodais. Portanto, a sua avaliac;ao pre operat6ria podera 

tornar-se urn indicador progn6stico dos tum ores colorretais. (Yamane et al., 1999; 

Yamaguchi et al., 1998). Nao foi observada associac;ao entre a concentrac;ao plasmatica e 
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a tecidual da CD44. Logo, a sua verificaQao no seguimento dos pacientes com cancer 

colorretal tem pouco valor clinico (Weg-Remers et al., 1998b). 

As variantes da CD44 no tumor primario e nas metastases nao apresentam um 

padrao identico de expressao. A produQao de inumeras variantes pode indicar 

anormalidades do processamento do mRNA (Goodison et al., 1998) e a perda do controle 

dos mecanismos do processamento alternative (Wong et al., 1997). 

As pesquisas envolvendo as funQoes da proteina CD44 e suas variantes 

ganharam destaque principalmente nesta decada. Enquanto alguns relatos associam sua 

expressao a um progn6stico adverso, outros trabalhos nao dao suporte a esta associaQao. 

A continuidade das pesquisas e necessaria para entender os mecanismos que regulam o 

processamento alternative da CD44 padrao e de suas variantes e, consequentemente , o 

significado da sua expressao nos tumores colorretais. 0 conjunto das pesquisas 

desenvolvidas ao Iongo dos anos determinara o verdadeiro papel desta proteina nos 

adenocarcinomas colorretais. 



7. CONCLUSAO 

Este trabalho nao mostrou associaQao entre a expressao das variantes v5 e v6 da 

protelna CD44 na margem invasiva profunda dos tumores colorretais e o surgimento de 

mestastases a distancia ou a ocorrencia do 6bito. 



8. SUMMARY 

The glycoprotein CD44 and its variants (v) are adhesion molecules involved in cell

to-cell and cell-to-matrix interactions. The aim of this research was to evaluate the 

immunohistochemistry expression of the variant v5 and v6 of the protein CD44 in the 

invasive tumor margin of colorectal adenocarcinomas and its association with distant 

metastasis and death. Thus, 55 colorectal adenocarcinomas were randomly selected from 

the patients submitted to surgery in the The first Departament of Internal Medicine, Division 

of Gastroenterology - Hiroshima University School of Medicine, between 1988 and 1991. 

The variables analyzed of the colorectal adenocarcinomas were histological type, invasion 

of the intestinal wall, venous invasion, presence of distant and lymph-node metastasis, 

Dukes stage, age, sex and death. The evaluation of the association between distant 

metastasis and death with the expression of v5 and v6 variants of CD44 was performed 

through a bivariate, multivariate analysis and Cox regression. The result of this study 

showed an association statistically significant between poorly differentiated histological type 

(P=0.009) tumorou invasion beyound the intestine wall (P=0.024) venous invasion 

(P=0.012) and lymph-node metastasis (P=<0.001) with development of distant metastasis. 

Venous invasion, lymph-node and visceral metastasis were the factors that significantly 

contributed to the occurrence of death (P=0.019, 0.005 and <0.001 respectively). The 

variant v5 and v6 were expressed respectively in 57 .4°/o and 33.3o/o of the samples. In the 

bivariate analysis, there was no association between the expression of the variants v5 and 

v6 of CD44 and the occurrence of distant metastasis (P=:1.000 and P=0.278, respectively) 

or with the prognosis of these patients (P=0.991 and P=0.900, respectively). In a model of 

logistic regression to evaluate the association between variants v5 and v6 and occurrence 

of metastasis, with control over potential factors of confusion, we have observed that v6 did 

not demonstate association and variant v5 showed a trend to express itself as a protection 
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factor for the appearance of metastasis (P=0.895 and RC=1.15, P=0.073 and RC=0.19, 

respectively). In the regression model of Cox between the expression of v5 and death, this 

variant expressed itself significantly as a factor of protection for this event (P=0.029). 

Although CD44 has a role in disseminating tumor cells, the value of this protein in the 

prognosis of colorectal adenocarcinomas is still unclear. 
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ANEXO 1 

Descri~ao da tecnica lmunohistoquimica (Laborat6rio Anticorpos - Anatomia 
patol6gica e Citopatologia). 

71 

As laminas foram rotuladas. lnicialmente foram incubadas em estufa a 60 graus 

centigrados por 30 minutos e, a seguir, deparafinadas em 4 passagens de 5 minutos no 

xilol e 3 passagens em alcool absoluto. Ap6s, as laminas foram imersas em alcool 

a maniacal a 70% por 10 minutos a fim de bloquear os crista is de formol e, a seguir, tres 

banhos em agua destilada. Para evitar a colora9ao de fundo ("background") pela marca9ao 

da peroxidase end6gena, realizou-se o bloqueio desta enzima com agua oxigenada a 3o/o 

durante 30 minutos seguido de lavagem com agua destilada (tres passagens de 5 minutos 

cada). Em sequencia, as laminas foram levadas ao forno de microondas em tampao citrato 

pH 6,0 (2 vezes por 4 minutos). Ap6s esfriarem foram lavadas com tampao Tris (3 

passagens) e incubadas com album ina BSA a 1 o/o por 1 hora para bloqueio das liga96es 

inespecificas. As laminas foram secadas com papel filtro em volta do corte sem lavagem. 

Procedeu-se, a seguir, a incuba9ao com os anticorpos primaries anti-CD44 variantes v5 e 

v6 por 24 horas (overnight). Lavagem com Tris (3 passagens de 5 minutos cada). Aplica9ao 

do anticorpo secundario e complexo streptoavidina-biotina (kit EXTRA-2 Sigma Co.) ambos 

por 30 minutos. Ap6s a lavagem com Tris (3 passagens de 5 minutos cada), os cortes 

foram revelados com soluyao de DAB - utilizado como crom6geno - por 1 a 3 minutos, 

permitindo a visualiza9ao microsc6pica da rea9ao antigeno-anticorpo (cor acastanhada). A 

rea9ao foi definitivamente bloqueada atraves de imersao em agua destilada. Para finalizar, 

as laminas foram contracoradas por imersao em hematoxilina de Meyer durante 25 a 35 

segundos e montadas em balsamo de Damar e cobertas por laminulas de vidro. Foram 

utilizados cortes histol6gicos de pele como controles positives (imunorreatividade das 

celulas epidermicas) e negativo (supressao dos anticorpos monoclonais primaries anti-

CD44var.v5 e v6). lsto permitiu descartar rea9ao cruzada do anticorpo secundario com 

alguma substancia end6gena, o que comprometeria a especificidade do metoda. 
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ANEXO 2 

Descric;ao individual das variaveis dos tumores colorretais estudados. 
TUMOR SEXO I DADE HISTOLOGIA INVASAO I NV. LINFONODOS MET.DISTANTE vs V6 DUKES SEG/MESES 

VENOSA SEROSNADVENTiCIA 
1 M 73 bern difer. Sim nao sem met ausente neg neg B 52 
2 M 79 bern difer. Nao nao sem met ausente pas B 62 
3 M 65 pouco difer. Sim nao sem met presente neg neg B 37 
4 F 63 pouco difer. Sim nao sem met ausente pas neg B 56 
5 F 74 pouco difer. Sim sim com met ausente pas neg c 59 
6 M 72 bern difer. Nao nao sem met ausente neg neg B 65 
7 F 76 bern difer. Nao nao com met ausente neg neg c 60 
8 F 51 bern difer. Nao nao com met presente pos D 8* 
9 M 59 pouco difer. Sim sim com met presente pas pas D 2* 
10 F 54 mod. Difer. Sim nao com met presente neg c 20* 
11 M 70 pouco difer. Sim nao com met ausente neg c 21 
12 M 57 bern difer. Sim nao sem met ausente pas B 60 
13 M 83 pouco difer. Sim sim sem met presente neg D 2* 
14 F 59 bern difer. Nao nao sem met ausente pas pas B 60 
15 F 62 pouco difer. Sim sim com met presente pas pas D 4* 
16 M 56 mod. Difer. nao sem met ausente neg B 60 
17 F 59 pouco difer. Sim nao com met presente pos pos D 5* 
18 M 67 mod. Difer. Sim nao sem met ausente neg neg B 63 
19 M 53 pouco difer. Nao nao sem met ausente pas B 13 
20 M 69 pouco difer. Nao nao com met presente neg neg c 36 
21 M 62 pouco difer. Sim nao sem met ausente pas B 60 
22 M 69 bern difer. Sim nao sem met ausente neg B 49 
23 M 73 pouco difer. Sim sim sem met ausente neg pas B 42 
24 F 63 pouco difer. Sim nao sem met ausente pas neg B 50 
25 M 54 bern difer. Nao nao sem met ausente neg B 50 
26 M 84 pouco difer. Sim nao com met presente neg neg D 2* 
27 F 48 bern difer. nao com met presente pas D 2* 
28 M 66 bern difer. Nao nao sem met ausente pas pas B 57 
29 M 64 pouco difer. Sim nao com met ausente pas c 58 
30 M 82 bern difer. Sim nao com met ausente pas c 48 
31 M 59 pouco difer. Sim sim com met presente pas pas c 12* 
32 F 49 pouco difer. Sim nao com met ausente pas c 44 
33 M 53 pouco difer. Sim sim com met presente neg neg D 1* 
34 M 73 pouco difer. Sim sim sem met presente neg neg D 3* 
35 F 67 bern difer. Nao nao sem met ausente neg neg B 49 
36 M 58 mod. Difer. sim com met presente pas neg D 9 
37 F 67 bern difer. Nao nao sem met ausente neg B 48 
38 M 68 pouco difer. Sim nao com met presente pos neg D 4* 
39 M 74 bern difer. Sim nao sem met ausente neg neg B 51 
40 F 83 pouco difer. Sim sim com met presente pos pos c 23 
41 M 69 mod. Difer. Sim nao com met ausente pos neg c 50 
42 F 55 pouco difer. Sim nao com met presente neg c 3* 
43 M 67 bern difer. Nao sim sem met ausente neg B 49 
44 F 73 mod. difer nao nao sem met ausente pos B 45 
45 M 62 pouco difer. Sim sim com met presente pos pas D 12 
46 M 57 pouco difer. Sim nao sem met presente pos neg B 8* 
47 M 71 pouco difer. Sim nao sem met ausente pos B 60 
48 M 72 mod. Difer. nao com met presente pos neg D 2* 
49 M 54 pouco difer. Sim sim sem met presente neg D 5 
50 M 60 bern difer. Sim nao com met presente pos D 22* 
51 F 65 pouco difer. Sim nao com met presente pos pos c 36 
52 M 77 bern difer. Sim sim com met presente neg D 12* 
53 F 43 pouco difer. Sim nao com met presente neg neg c 8* 
54 M 41 pouco difer. Sim nao com met presente pos neg c 1* 
55 F 51 ~ouco difer. Sim nao com met ~resente ~OS ~OS D 6* 

SEXO: M = masculino; F - Feminino; HISTOLOGIA: bern difer = bern diferenciado; mod. difer = 
moderadamente diferenciado; pouco difer = pouco diferenciado. 
I NV. SEROSNADVENT(CIA = lnvasao ultrapassa a parede intestinal; LINFONODOS: sem met= 
sem metastases; com met= com metastases; MET. DISTANTES =metastases distantes 
v5 e v6: neg = negativo; pos = positivo; SEG/MESES = meses de seguimento 
* = 6bito 


