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RESUMO

O cancer colorretal é o terceiro em incidéncia e a quarta causa de morte por cancer no
mundo. Ele pode ocorrer pelo acumulo de alteracdes moleculares, cromossémicas e
epigenéticas. Apresenta historia natural bem conhecida, porém, a sobrevivéncia
observada ainda é considerada baixa, o que leva a necessidade de ampliagcdo da sua
caracterizacdo e do desenvolvimento de métodos diagnésticos e tratamentos mais
eficientes, que permitam melhores prognosticos. Uma alternativa para tanto é aumentar o
conhecimento sobre genes e seus produtos, além de mecanismos moleculares,
envolvidos na carcinogénese. Alteracdes na proteina parquina codificada pelo gene parkin
RBR E3 ubiquitin protein ligase (PARK?2) j& foram descritas em varias doencgas, incluindo
o cancer colorretal, no qual a sua funcdo ainda € desconhecida. Este estudo visou
investigar o envolvimento da parquina no desenvolvimento e progressdao de
adenocarcinomas colorretais, através da avaliacdo da sua expressdo associada aos
parametros clinico-patoldgicos e sobrevida dos pacientes. Foram estudados 73 casos de
adenocarcinomas colorretais e 64 tecidos colorretais ndo-neoplasicos provenientes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR). Estas amostras
foram alocadas em blocos de microarranjo de tecido (TMA - tissue microarray),
transferidas para laminas e submetidas a testes imunoistoquimicos. Posteriormente,
foram analisadas por técnicas de morfometria, morfologia, contagem celular e anélise da
expressdo de proteinas. Foi encontrada associacdo entre expressao da parquina em
determinadas regides do tumor e as variaveis sexo (média de expressdo da parquina
entre as regides superficial (S), intermediaria (I) e profunda (P) do tumor nos casos
completos; p = 0,013, com maior expressdo em homens), grau de diferenciacéo Il (média
de expressao da parquina entre as regides S e I; p = 0,024, com maior expressdo em
tumores pouco/moderadamente diferenciados) e tipo histolégico (média de expressdo da
parquina entre as regides S e I; p = 0,046 e média de expressdo da parquina entre as
regides S, | e P em todos os casos; p = 0,028, com maior expressao no tip0O mucinoso).
Notavelmente, houve correlacdo positiva da expressédo da parguina com a sobrevida dos
pacientes (p = 0,019). Os resultados da analise multivariada entre parquina e as variaveis
clinico-patolégicas demonstram que parquina € um fator independente dessas variaveis.
Esses achados sugerem que a expressdo da parquina tenha um potencial valor
progndstico e uma possivel funcéo protetora na evolucao desta neoplasia.



ABSTRACT

Colorectal cancer is the third in incidence and the fourth cause of cancer death worldwide.
It can occur by the accumulation of molecular, chromosomal, and epigenetic alterations. It
features a well-known natural history, however, the survival observed is still considered
very low, which leads to the need to expand the characterization and development of more
efficient diagnoses and treatments that enable better prognosis. An alternative to this is to
improve knowledge about genes and their products, and molecular mechanisms involved
in its carcinogenesis. Alterations in the parkin protein encoded by parkin RBR E3 ubiquitin
protein ligase (PARK2) have been described in several diseases, including colorectal
cancer, in which its function is still unknown. This study aimed to investigate the
involvement of parkin in the development and progression of colorectal adenocarcinomas,
by evaluating the immunoreactivity of this protein associated with clinicopathological
parameters and survival of patients. 73 cases of colorectal adenocarcinomas and 64 non-
neoplastic colorectal tissues from Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(HC-UFPR) were studied. These samples were placed in tissue microarray blocks (TMAS),
transferred to slides and subjected to immunohistochemistry tests. Subsequently, they
were analyzed by techniques of morphometry, morphology, cell counts, and analysis of
protein expression. Association was found between immunoexpression of parkin on
certain regions of the tumor and gender (average of parkin expression between superficial
(S), intermediate (I) and profound (P) regions of the tumor in complete cases; p = 0.013;
with high expression in male), degree of differentiation Il (average of parkin expression
between S and | regions; p = 0.024, with high expression in less/moderately differentiated
tumors) and histological type (average of parkin expression between S and | regions; p =
0.046 and average of parkin expression between S, | and P regions in all the cases; p =
0.028 with high expression in mucinous tumors). Notably, there was a positive correlation
between the expression of parkin with survival of patients (p = 0.019). The results of
multivariate analysis between parkin and clinicopathologic variables show that parkin is an
independent factor of these variables. These results suggest that the analysis of parkin
expression has a potential prognostic value and a possible protective role in the evolution
of this cancer.



1. INTRODUCAO

1.1 O cancer colorretal

O céancer é uma doenca multifatorial e seu desenvolvimento é resultado de fatores
internos, como variacdes genéticas, e de fatores externos ou ambientais, como agentes
fisicos, quimicos e biolégicos capazes de causar danos ao genoma (INCA, 2016). Todos
esses fatores provocam alteracbes essenciais na fisiologia celular resultando no
desenvolvimento e progressao tumoral. Dentre essas alteracfes estdo: autossuficiéncia
das células mutantes em relacdo aos fatores de crescimento, insensibilidade aos
inibidores de crescimento, desenvolvimento de mecanismos de evasdo a morte celular
programada, potencial ilimitado de replicacdo, inducdo de angiogénese direcionada e
potencial de invasao tecidual e metastase (LUO et al., 2009).

De acordo com as Ultimas estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
em 2012, houve um total de 14,1 milhdes de novos casos de céancer e 8,2 milhGes de
mortes por cancer no mundo (WHo, 2015). A OMS estima que, em 2030, o nimero de novos
casos de cancer atinja 21,4 milhdes e o nimero de mortes chegue a 13,2 milhdes. O
envelhecimento da populacdo € um dos fatores propostos como contribuintes para esse
Ccenario (WHo, 2015).

Ainda de acordo com a OMS, o cancer colorretal ocupa o terceiro lugar entre 0s
mais comuns em homens, com uma incidéncia anual de 746.000 novos casos, precedido
dos canceres de préstata e pulmédo. E ocupa o segundo lugar entre os mais frequentes
em mulheres, com uma incidéncia anual de 614.000 novos casos, antecedido apenas do
cancer de mama. Em nivel global o cancer colorretal é o terceiro em incidéncia e a quarta
causa de morte por cancer (IARC, 2014; INCA, 2016). Quase 55% dos casos deste cancer
ocorrem em regides mais desenvolvidas (PARK et al., 2011; FERLAY et al., 2013), sendo a
Australia e a Nova Zelandia os paises com a maior incidéncia. Nos EUA, a American
Cancer Society registrou, em 2015, 132.700 novos casos e 49.700 mortes em decorréncia
dessa doenca (ACS, 2016).

Na populacdo brasileira para o biénio 2016/2017 foram estimados
aproximadamente 596.000 novos casos de cancer e destes estima-se que 34.280 sejam
de cancer colorretal, sendo 16.660 em homens e 17.620 em mulheres. Em 2013, foram
registradas 15.415 mortes em decorréncia deste cancer, sendo 7.387 em homens e 8.024
em mulheres (INCA, 2016). Todas essas estimativas ndo levaram em consideragéo o cancer

de pele ndo melanoma, que € o tipo de cancer encontrado com maior frequente.
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O cancer colorretal compreende neoplasias que acometem um segmento do
intestino grosso, o coOlon, e também o reto, comprometendo a parede intestinal, e
dependendo do grau de invasdo, pode comprometer outros 6rgaos, diretamente, ou
através de metastases (INCA, 2016). Como Visto nas estimativas anteriormente citadas, essa
doenca estd entre os tipos de cancer mais encontrados na populacdo mundial,
demonstrando um aumento constante nos seus indices de incidéncia e mortalidade, e um
impacto importante sobre os custos dos cuidados em salde (DAVIES et al., 2005; MANNE et al.,
2010).

Dentre os fatores de risco para o cancer colorretal estdo: doenca inflamatoria
intestinal, obesidade ou sobrepeso, estresse, tabagismo, etilismo, dietas ricas em acgucar
refinado, carnes vermelhas e embutidos, e pobre em frutas, vegetais e fibras (NAGENGAST et
al, 1995; FADDEN et al., 1997; LIM et al., 2005), idade, heranca familiar, fatores genéticos e a
presenca de polipos adenomatosos (SILVA e SWERDLOW, 1996; REEVES et al., 2004; HUXLEY et al.,
2009; LIN et al., 2009). A idade é considerada um fator de risco importante uma vez que tanto a
incidéncia quanto a mortalidade aumentam com ela, estando a média de aparecimento
em torno dos 50 a 70 anos (BACON et al., 1963; FORTNER et al., 1984; STOWER e HARDCASTLE, 1985;
CRUZ, 1991; STORM et al., 1991; ARNAUD e BERGAMASCHI, 1994; RAIA e HABR-GAMA, 1994; CRUZ, 1996).
Noventa e cinco porcento dos casos deste cancer provavelmente evoluiram a partir de
pélipos adenomatosos (MANNE et al.,, 2010). A sequéncia adenoma-carcinoma é amplamente
aceita com base em estudos observacionais (WELIN et al., 1963; MUTO et al., 1975), Sendo que a
polipectomia comprovadamente reduz a incidéncia desta neoplasia (BRENNER et al., 2011;
HISABE et al., 2014). Por outro lado, pélipos hiperplasicos, a ndo ser que estejam associados
a sindromes familiares, possuem pouco ou nenhum potencial de se transformar em
cancer (MANNE et al., 2010).

O cancer colorretal pode ser classificado histologicamente, de acordo com a OMS,
de quatro formas, como (i) adenocarcinoma mucinoso ou coloide, (ii) carcinoma de células
em anel de sinete, (iii) carcinoma de pequenas células e (iv) carcinoma medular. No
adenocarcinoma mucinoso ou coloide, a neoplasia apresenta vesiculas de muco com
revestimento epitelial parcial e/ou células neoplasicas soltas em mais de 50% da leséo,
podendo apresentar células em anel de sinete. Essas sdo células preenchidas com um
grande vacuolo de mucina que empurra o nucleo para o lado, apresentando um aspecto
qgue lembra um anel, onde o nucleo seria a “pedra” (KIM et al., 1994). H& controvérsias com

relacdo a classificacdo do adenocarcinoma mucinoso como lesdo de alto grau, ou seja,
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com células tumorais pouco diferenciadas. Dessa forma, o mais correto seria classifica-lo
sem graduacéo de diferenciacdo (BOSMAN et al., 2010).

O céancer colorretal é classificado como carcinoma de células em anel de sinete
guando sao observadas essas células em mais de 50% da leséo. Esse tipo de carcinoma,
bem como o carcinoma de pequenas células séo classificados como leséo de alto grau ou
pouco diferenciados (ODZE et al., 2009).

O carcinoma colorretal classificado como medular apresenta um progndstico
melhor que os outros tipos histoldgicos. Este € um tipo histolégico distinto que ndo deve
ser classificado como pouco diferenciado ou indiferenciado, e é associado a instabilidade
de microssatélites (RYAN et al., 2005). O carcinoma medular pode ocorrer de forma
esporadica ou associado ao céancer colorretal hereditario ndo polipose (HNPCC -
hereditary nonpolyposis colorectal cancer), e demonstra um elevado niumero de linfdcitos
intratumorais - as células do tumor se apresentam em blocos sdlidos, arranjos
trabeculares ou organoides, sem evidéncias imunoistoquimicas de diferenciacdo
neuroenddcrina. O carcinoma classificado como indiferenciado € composto por menos de
5% de formacgdes glandulares, com células neoplasicas em corddes, ninhos e/ou
trabéculas e extensas areas de necrose tumoral associadas (BOSMAN et al., 2010).

O estadiamento do cancer colorretal pode ser feito por meio do sistema de
estadiamento tumor/linfonodo/metastase (TNM) proposto pela American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (EDGE et al., 2010) (Tabela 1), que incorpora abordagens tanto clinicas
como histopatolégicas (CoMPTON, 2004). Nesse sistema, o item “T” avalia o tumor primario
de acordo com o grau de infiltragdo nas camadas epiteliais; “Tx” indica que o tumor nao
pode ser avaliado por falta de informacdes; “TO” significa que ndo foram encontradas
evidéncias clinicas do tumor primario; “Tis” se refere ao carcinoma in situ que se encontra
limitado pela membrana basal glandular (intraepitelial), ou pela lamina propria
(intramucosa); “T1” indica que o tumor invadiu a submucosa; quando em “T2” o tumor
atingiu a camada muscular (muscular propria); “T3” indica que o tumor se estende a
subserosa ou aos tecidos perirretais; e “T4” indica que o tumor ja invadiu diretamente
outros o6rgaos/estruturas ou perfurou o peritbnio visceral (EDGE et al, 2010). O item “N”
aponta o envolvimento dos linfonodos: “Nx” indica que os linfonodos (LN) n&o podem ser
avaliados; “NO” corresponde a auséncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais;
guando em “N1” o tumor se disseminou em um a trés LN regionais, podendo subdividir-se
em “N1a” (metastase em 1 LN regional), “N1b” (metastase em 2 a 3 LN regionais) e “N1c”

(implantes-satélite na subserosa/serosa sem evidéncias de metastase em nodulos
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linfaticos); quando em “N2” a metastases ocorreu em quatro ou mais LN regionais, se
subdivide em “N2a” (metastase em 4 a 6 LN regionais) e “N2b” (metastase em 7 ou mais
LN regionais) (EDGE et al., 2010). O item “M” avalia a ocorréncia de metastase a distancia:
quando classificado como “Mx”, a presenca de metastase ndo pode ser avaliada; “M0”
indica auséncia de metastase; e “M1” corresponde a sua existéncia, e pode ser
subclassificado em Mla, quando ha metastase para um Unico 6rgdo ou local, e M1b,
guando hé invasao peritoneal ou ocorréncia de metastase em mais de um 6rgao (EDGE et
al, 2010). Juntamente aos componentes do estadiamento TNM podem ser utilizados
prefixos e sufixos que completam a classificacdo. O prefixo p é usado quando o
estadiamento é realizado levando em consideracao as caracteristicas anatomo-patologico
do tumor. O y caracteriza aqueles tumores que foram estadiados apés tratamento por
quimioterapia ou radioterapia. O prefixo r indica recidiva do tumor e o c caracteriza o
estadiamento clinico. O sufixo m, que deve ser descrito entre parénteses (pT(m)NM),
indica a ocorréncia de tumores primarios multiplos sincrénicos, ou seja, dois ou mais
carcinomas primarios identificados ao mesmo tempo (BOSMAN et al., 2010). Na Tabela 1,
podemos observar os estadios, que vao de 0 a IVB, bem como a classificacdo T, N e M
gue o compde. O estadiamento do cancer colorretal deve incluir informagdes clinicas,
obtidas através de exames de imagem ou fisico, com relacdo a pesquisa de metastase a
distancia. Resultados de testes referentes a marcadores moleculares devem ser
considerados como informac6es complementares ndo compondo o estadiamento
patolégico (BOSMAN et al., 2010).

AplGs a retirada cirdrgica de um tumor ndo avancado, sendo classificado nos
estadios iniciais | e Il, 90% dos pacientes apresentam uma taxa de sobrevida de 5 anos
ou mais. Por outro lado, pacientes em estadios mais avan¢ados, nos quais o tumor
apresente metastases, a sobrevida de 5 anos pode ser observada em menos de 10% dos
Casos (SIEGEL et al., 2013). Atualmente 50% dos diagnosticos ocorrem quando o paciente ja
apresenta metastase (ALVAREZ-CHAVER et al., 2014), resultando em uma taxa de sobrevida

muito reduzida (LYALL et al., 2006).
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Tabela 1 — Estadiamento do cancer colorretal.

TNM pT pN pM
0 PTis pNO MO
| pT1pT2 pNO MO
Il pT3 pT4 pNO MO

A pT3 pPNO MO
IIB pT4a pNO MO
IIc pT4b pNO MO
Il qualquer T pN1-2 MO

A pT1T2 pN1 MO
pT1 pN2a MO

e pT3 pT4a pN1 MO
pT2 pT3 pN2a MO

pT1 pT2 pN2b MO

e pT4a pN2a MO
pT3 pT4a pN2b MO

\Y qualquer T | qualquer N M1

IVA qualquer T | qualquer N Mla
VB qualquer T | qualquer N M1b

Legenda: A coluna TNM representa o estadio do tumor de acordo com a classificagdo TNM, iniciando no
estaddio menos agressivo e mostrando consecutivamente os estadios mais avancados. A coluna pT
representa as classificagbes do tumor primario de acordo com o estadiamento patoldgico (p) (pTx: tumor
ndo avaliado; pTO: sem evidéncia de tumor; pTis: cancer in situ, intraepitelial ou intramucoso; pT1: o tumor
invade a submucosa; pT2: o tumor invade a camada muscular prépria; pT3: o tumor invade a serosa ou
tecido pericélico/perirretal; pT4a: o tumor perfura o peritbneo visceral;, pT4b: o tumor invade diretamente
outros 6rgdos ou estruturas adjacentes. A coluna pN representa as classificacdes com relacdo ao
comprometimento de linfonodos (LN) de acordo com o estadiamento patoldgico (p) (pNx: LN regionais nao
avaliados; pNO: auséncia de metastase para LN regionais; pNla: metadstase em 1 LN regional; pN1b:
metastase em 2 a 3 LN regionais; pN1c: implantes-satélite na subserosa/serosa sem evidéncias de
metastases em nodulos linfaticos; pN2a: metdstase em 4 a 6 LN regionais; pN2b: metastase em 7 ou mais
LN regionais). A coluna pM representa as classificagdes com relagéo a ocorréncia de metastade a distancia
de acordo com o estadiamento patoldgico (p) (pMla: metastase para um orgao ou local; pM1lb: metastase
para mais de um 6rgdo ou para o peritdneo).

Fonte: adaptado de EDGE et al., 2010.

O fato de a doenca apresentar uma historia natural bem conhecida, na qual uma
lesdo precursora apenas apos 8 a 10 anos (CONTEDUCA et al., 2013) evolui e transforma-se

numa neoplasia maligna, oferece uma ampla janela de oportunidade para sua deteccao.
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Lesbes precursoras podem ser identificadas e ressecadas endoscopicamente, bem como
tumores em estadios iniciais. A investigacdo diagnostica pode ser realizada através dos
seguintes métodos: teste de sangue oculto nas fezes, colonoscopia ou
retosigmoidoscopia com bidépsia e tomografia computadorizada (modernamente
conhecida como colonoscopia virtual) (WIJKERSLOOTH et al., 2011).

Apesar do custo elevado de alguns desses métodos para uso em larga escala, o
impacto financeiro gerado pelo tratamento é ainda mais alto. Além disso, a escassez de
equipamentos e de profissionais especializados, bem como a caracteristica invasiva de
alguns dos métodos diagnosticos constituem dificuldades adicionais a sua implementacéo

como forma de triagem populacional.

1.2 Genética do cancer colorretal

O cancer colorretal se desenvolve através do acumulo de alteracdes moleculares,
cromossémicas e epigenéticas (VOGELSTEIN et al., 1988; MORAN et al., 2010) que levam a
transformacéo do epitélio colorretal normal (células epiteliais glandulares) em neoplasico
resultando em adenocarcinoma invasivo (HANAHAN e WEINBERG, 2000; LITTLE et al., 2008). Em
1988, Vogelstein e col. propuseram o classico modelo de progressédo tumoral em cancer
colorretal (Figura 1), em que descrevem alteracdes no epitélio normal para tumores
benignos (adenomas e polipos serrilhados sésseis), seguidas pelo carcinoma invasivo, e
posteriormente cancer metastatico (VOGELSTEIN et al., 1988).

Com relacéo as alteracGes genéticas, esse cancer pode ser dividido em esporadico
e hereditario. O cancer esporadico corresponde a aproximadamente 75% dessas
neoplasias e 0s pacientes afetados ndo possuem histérico familiar de neoplasias
colorretais (DE LA CHAPELLE, 2004; MORAN et al., 2010; ACS, 2016). O cancer hereditario
corresponde a aproximadamente 25% dos casos, e pode ser classificado em sindrome da
polipose adenomatosa familiar (FAP — familial adenomatous polyposis) e HNPCC ou
sindrome de Lynch (LYNCH et al., 1995; LYNCH e LYNCH, 1998; ACS, 2016). Pode ser observado o
ganho de funcdo de um oncogene como KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog) e como BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase), sendo os dois
responsaveis por vias de transducdo de sinais e que passam a ser transcritos sem o
estimulo de fatores de crescimento, resultando na proliferacdo celular descontrolada. Ou
a perda da funcéo de um gene supressor de tumor como TP53 (tumor protein p53) e APC
(adenomatous polyposis coli), ou de um gene de reparo como MLH1 (mutL homolog 1),
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MSH2 (mutS homolog 2), MSH6 (mutS homolog 6) e PMS2 (PMS1 homolog 2) (LYNCH e DE

LA CHAPELLE, 2003; ANACLETO et al., 2005).

Figura 1 — Modelo classico de progressao tumoral para o cancer colorretal.

TP53
APC/}-catenina KRAS LOH em18q
Mucosa Foco Adenoma Adenoma Cancer

de cripta
aberrante
. X

invasivo

Precoce

T

MLH1 e MSH2 EGFR

Legenda: Principais genes envolvidos em cada etapa da progressdo tumoral. No inicio do processo de
tumorigénese é observada a formacao de criptas aberrantes, nesta fase podem ser observadas alteracdes
na via de sinalizacdo WNT que podem ocorrer devido a mutagbes no gene APC e consequentemente
desregulagédo da B-catenina. Nesta fase inicial, também podem ser observadas altera¢cdes nos genes de
reparo MLH1 e MSH2. Secundariamente, com a progressdo para adenomas sdo descritas mutacdes no
proto-oncogene KRAS e em EGFR. Mutagbes em TP53 e perda de heterozigose (LOH) no cromossomo
18q séo observadas na presenca de adenomas mais avancados.

Fonte: Takayama et al., 1998, por Pino e Chung, 2010 e readaptado.

Entre as alteracdes genbmicas e epigenéticas descritas em cancer colorretal, trés
fendtipos ja foram bem caracterizados: instabilidade cromossémica (GRADY e CARETHERS,
2008), instabilidade de microssatélite (GRADY, 2004) e metilacdo de ilhas CpG (fendtipo

metilado) (RIBIC et al., 2003; GRADY, 2004; WEISENBERGER et al. 2006; BOLAND, 2007; BARAULT et al., 2008;
ISSA, 2008).
A instabilidade cromossdmica é descrita em 85% dos tumores colorretais (GRADY e

CARETHERS, 2008). Essa alteracdo pode ser caracterizada pela presenca de aneuploidia,
guando a célula tem o seu material genético alterado resultando em mudancas no nimero
de cromossomos, ou por aberracdes estruturaisS (WALTHER et al., 2008). A relacdo da
instabilidade cromossémica com o cancer colorretal ainda ndo foi completamente
elucidada, mas alguns estudos propdem que essa instabilidade leve a um aumento da
diversidade clonal contribuindo para a progressdo do cancer (HERMSEN et al., 2002; GRADY,
2004; MALEY et al., 2006).

A instabilidade de microssatélites pode ser encontrada em aproximadamente 15%

dos tumores colorretais (GRADY, 2004). Nesta, ao contrario da instabilidade cromossémica,
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0S pacientes apresentam um cariétipo normal e alteracées no numero de sequéncias de
nucleotideos repetidas em tandem, os microssatélites. Essas alteragbes podem ocorrer
durante o processo de replicagdo do DNA, quando uma falha na DNA polimerase ao
replicar as regibes de microssatélites gera delecdes ou insercdes de repeticdes na nova
fita formada. A ocorréncia de alteracbes na familia dos genes de reparo por metilacdo
aberrante do DNA ou por mutacdo somética ou germinativa fard& com que estes nédo
consigam reverter os erros de repeticdo, contribuindo para a instabilidade (FEARON e
VOLGELSTEIN, 1990; JUBB et al., 2001).

A maioria dos casos de sindrome de Lynch ocorre por variagdes nos genes de
reparo MLH1 e MSH2, contribuindo para a instabilidade de microssatélites. Nesta
sindrome sdo comumente encontradas mutacfes desses genes nas linhagens celulares
germinativa dos individuos (PAPADOPOULOS et al., 1994; GRADY, 2004). Por outro lado, no cancer
esporadico a perda da atividade dos genes de reparo ocorre em grande parte das vezes
por silenciamento do gene MLH1, que se da por metilacdo de ilhas CpG (KANE et al., 1997;
GRADY, 2004; PAl et al., 2014). A metilagdo das ilhas CpG pode ser observada em cerca de 20%
dos tumores colorretais. Essas sdo encontradas nas regidées promotoras de varios genes,
dentre eles o MLH1. Quando ocorre a metilacdo destas ilhas ha um blogqueio na
transcricdo do gene (PAI et al,, 2014). Uma associacdo entre mutacdes no gene BRAF e
metilacdo das ilhas CpG sugere a ligacao entre instabilidade de microssatélite e esta
outra alteracdo (WEISENBERGER et al. 2006; BARAULT et al., 2008). Tumores esporadicos com
instabilidade de microssatélite também ja foram associados a mutacdes no gene BRAF,
enquanto que em tumores resultantes de mutagdes germinativas em genes de reparo nao
séo descritas alteracdes nesse gene (WANG et al., 2003; DOMINGO et al., 2004).

Algumas caracteristicas histopatolégicas podem sugerir a presenca de instabilidade
de microssatélites, sendo elas: presenca de infiltrado linféide intratumoral (mais de cinco
linfocitos para cada dez campos de grande aumento), reacéo linféide Crohn-like, padrao
de crescimento medular, diferenciacdo mucinosa ou carcinoma de células em anel de
sinete e leséo situada na porcdo direita do colon (BOLAND et al., 1998; RIBIC et al., 2003). A
identificagdo da ocorréncia de instabilidade de microssatélites contribui para a triagem da
sindrome de Lynch (vASEN et al., 1999). Para essa identificacdo é recomendado, de acordo
com as diretrizes de Bethesda, o teste de instabilidade em casos de cancer colorretal que
apresentam as seguintes caracteristicas: aparecimento em pacientes com idade inferior a
50 anos; ocorréncia de tumores sincrénicos, metacronicos (multiplos tumores primarios

gue se desenvolvem em intervalos) ou de outras neoplasias associadas a sindrome de
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Lynch (carcinoma de endométrio, estbmago, ovario, pancreas, ureter e pelve renal, trato
biliar e intestino delgado), independentemente da idade; presenca de caracteristicas
histopatologicas preditivas de instabilidade de microssatélite, ja descritas anteriormente; a
ocorréncia de cancer colorretal em um ou mais consanguineos de primeiro grau de um
individuo com sindrome de Lynch, com um dos tumores diagnosticado em individuo com
idade inferior a 50 anos; cancer colorretal diagnosticado em dois ou mais parentes de
primeiro grau de um individuo com sindrome de Lynch independente da idade (HERRAIZ e
MURNOZ-NAVAS, 2009).

Além das instabilidades genbmica e epigenética, pode ocorrer 0 acumulo de
mutacdes em genes especificos, 0 que consequentemente leva a desregulacdo de vias
especificas de sinalizacdo resultando em alteracdes na proliferacdo, diferenciacao,
apoptose, imortalizacdo, angiogénese e invasao celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000).
Algumas das vias ja descritas desreguladas nas neoplasias colorretais sdo: as vias de
sinalizacdo da WNT-B-catenina, do TGFB (transforming growth fator B — fator de
transformacao de crescimento ), do EGFR (epidermal growth factor receptor — receptor
de fator de crescimento epithelial) — MAPK (mitogen-activated protein kinase — MAP
guinase) e da PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase — fosfatidilinositol 3-quinase). Entre
essas as que apresentam associagdo com o maior numero de casos de cancer colorretal
sao as WNT-B-catenina e EGFR-MAPK (SIENA et al., 2009; WALTHER et al., 2009).

Além das vias de sinalizacdo, outras alteragcdes que afetam o comportamento
celular sdo também descritas, como: mutacdes no gene supressor tumoral TP53 e perda
de heterozigose (LOH — loss of heterozigosis) em 18q (GRADY e PRITCHARD, 2014).

As mutacdes no gene APC sdo as mais comuns nos tumores colorretais
esporadicos, porém quando ocorrem na linhagem germinativa sdo ligadas ao
desenvolvimento da FAP. MutacBes nesse gene podem ser encontradas no inicio do
processo tumoral e sdo associadas principalmente a via classica, adenoma tubular e
instabilidade de cromossomos (Figura 1) (VOGELSTEIN et al., 1988; MIYAKI et al., 1999; CHUNG, 2000).
A proteina APC esta envolvida na via de sinalizacdo WNT, a qual regula negativamente
marcando o fator de transcrigdo [-catenina para a degradacdo via proteassomo.
Alteracdes na proteina APC resultam em um aumento da sinalizacdo WNT aumentando a
transcricdo dos genes alvo dessa via, por meio da estabilizagdo da B-catenina. Também
podem ser observadas mutacdes no gene da B-catenina resultando em uma proteina

truncada que ndo sofrera degradagdo mediada pela APC (SAMOWITZ et al., 1999).
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A proteina codificada pelo proto-oncogene KRAS atua na sinaliza¢do da via EGFR-
MAPK através da proteina BRAF ativando MAPK e impulsionando o crescimento e
sobrevivéncia celular. Mutacdes nesse proto-oncogene o transformam em um oncogene e
podem resultar na sobre-expressdo desta via desregulando o crescimento e a
sobrevivéncia celular (oowNwARD, 2003). Na sequéncia adenoma-carcinoma as mutacdes
em KRAS ocorrem, geralmente, no inicio do processo, porém em um segundo momento,
apos mutacdes em APC (Figura 1) (VOGELSTEIN et al., 1988).

O gene TP53 € um fator de transcrigcdo induzido por estresse, ele controla varios
genes que tém funcao reguladora em processos de sinalizagcao (TAKAYAMA et al., 2006), Sendo
um dos elementos mais importantes do sistema de defesa anticancer (LEVINE e OREN, 2009).
Durante o processo de desenvolvimento tumoral, mutacdes em TP53 desempenham uma
funcao critica na transicdo adenoma-carcinoma (LOPEZ et al., 2012). SA0 descritas mutacdes
gue levam a alteragcbes em diversos sitios da proteina P53, a maior parte ocorre no
dominio de ligacdo ao DNA, provocando a ruptura dessa ligacdo e uma sequencial
transativacao. Essas diferentes alteracdes podem influenciar em processos tais como a
profundidade invasiva e local metastatico do tumor (LOPEZ et al., 2012).

A expressdo do gene MKI67 (marker of proliferation Ki-67) é descrita em diversos
canceres, incluindo o colorretal. A proteina codificada por esse gene, denominada K67,
esta presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e €
estritamente associada ao processo de proliferacdo. Assim sendo MKI67 € um excelente
marcador para determinar a ocorréncia desse processo (SCHOLZEN e GERDES, 2000).

Vias adicionais de desenvolvimento do cancer colorretal sdo descritas, como a via
serrilhada, que se desenvolve a partir da mucosa normal através de adenomas
serrilhados. Nesta h4 uma maior ocorréncia de mutacdes no gene BRAF e metilacdo em
ilhas CpG, que resultam no desenvolvimento do cancer no célon proximal com perda do
gene MLH1 e instabilidade de microssatélite, apresentando um bom progndstico (BICALHO
et al, 2015). A outra € a via alternativa, tendo origem na mucosa normal através das
vilosidades, com mutacdes em KRAS, APC e metilacdo de ilhas CpG, apresentando um
pequeno numero de adenomas serrilhados e resultando em um cancer com um
prognotico ruim (BICALHO et al., 2015).

Além dos genes previamente descritos, outros vém sendo estudados com relagéo a
susceptibilidade, ao inicio e a progressdao do cancer colorretal, e propostos como
marcadores que possam auxiliar no diagnostico precoce e no prognostico desta patologia,

como por exemplo: cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A) (zIRBES et al., 2000),
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activin A receptor type 2B (ACVR2B) (BABEL et al., 2009), perilipin 2 (PLIN2) (MATSUBARA et al.,
2011), exportin 4 (XPO4) (FANAYAN et al., 2013), ezrin (EZR) (FANAYAN et al., 2013), inter-alpha-
trypsin inhibitor heavy chain 3 (ITIH3) (vANCIC et al., 2013), kininogen 1 (KNG1) (WANG et al.,
2013). Porém, poucos avancgos ocorreram na descricdo fenotipica da forma esporadica,
especialmente nas alteracbes moleculares envolvidas nos estadios invasivos destas
lesBes (MANNE et al,, 2010). Os avanc¢os na pesquisa de biomarcadores para os fendtipos
moleculares de cancer colorretal devem contribuir para o diagndstico e, especialmente,
para o tratamento precoce desse cancer (BURKE e HENSON, 1993).

Apesar da deteccdo de biomarcadores em soro ou plasma ser bastante
conveniente, a existéncia nessas amostras de misturas heterogéneas de proteinas
provenientes de diferentes tecidos e com concentracdes muito dispares dificulta a
deteccédo de proteinas que possam ser relacionadas especificamente ao cancer colorretal
(NIBBE e CHANCE, 2009). Deste modo, a utilizacdo de tecido neoplasico e ndo-neoplasico,
provenientes do 6rgdo a ser estudado € a abordagem mais direta para a pesquisa de
biomarcadores. As células tumorais ndo secretam para o sangue todas as proteinas
alteradas no tumor, logo a concentracdo de um biomarcador candidato é superior no
tecido tumoral em comparacédo a outros fluidos. Ainda, com a andlise das amostras do
tecido tumoral ndo restam duvidas de que as proteinas detectadas tém origem no proprio
tumor (ALFONSO et al., 2005; ALVAREZ-CHAVER et al., 2007). Estas evidéncias justificam a escolha
neste trabalho do método de microarranjo de tecido (TMA — tissue microarray), que
consiste em um bloco multiamostral, que reune diversas amostras parafinadas em um

Unico bloco de parafina, para pesquisa da expresséo de proteinas.

1.3 O PARK?2 e seu produto, a parquina

A proteina parquina é codificada pelo gene PARK2 (parkin RBR E3 ubiquitin protein
ligase), localizado na regido cromossémica 6g25.2-g27, e pertence a familia das proteinas
RING-finger (STAROPOLI et al., 2003; KAY et al., 2010). ESste gene, composto por 12 exons que
codificam para os 465 aminoacidos da parquina, € expresso em uma variedade de
tecidos, incluindo o cérebro (em neurbnios e astrdcitos), pulmao, coélon, testiculos e
MUSCUlOS (KITADA et al., 1998; PICCHIO et al., 2004; FUJIWARA et al., 2008; POULOGIANNIS et al., 2010).
PARK2 vem sendo associado a varias doencas, tais como: hanseniase (MIRA et al., 2004),
Diabetes mellitus tipo 2 (WONGSEREE et al., 2009), Alzheimer (BURNS et al., 2009), esclerose

multipla (WITTE et al., 2009), transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH)
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(JARICK et. al., 2014), autiSMO (GLESSNER et al., 2009), € diversos tipos de cancer (CESARI et al., 2003;
VEERIAH et al., 2010).

O PARK2 esta localizado no sitio fragil comum (CFS — common fragile sites)
FRAGE, que é um dos mais expressos no genoma humano. Os sitios frageis sdo muito
suscetiveis a instabilidade gendmica (sMITH et al., 2006), sendo hotspots para rearranjos
como translocacotes, delecdes e amplificacées (PALUMBO et al., 2010), € geralmente abrigam
genes de supressdo tumoral (JE et al., 2013). PARK2 é considerado o gene mais relevante
em FRAGE e seus exons 2 a 8 séo localizados no centro de fragilidade (DENISON et al., 2003a;
PALUMBO et al., 2010), que € a regido mais instavel em CFS, sendo suscetivel a formacéao de
interrupgdes ou quebras nas grandes regides intronicas (DENISON et al., 2003a).

Alteracdes nesse gene parecem resultar em diferentes fenétipos dependendo do
contexto celular, isso se deve ao fato da parquina ser uma proteina multifuncional
importante em diversos processos tais como: turnover proteico, protegcédo contra diversos
tipos de estresse (SHIMURA et al., 2000; KAHLE e HAASS, 2004), homeostase mitocondrial,
xenofagia (MANZANILLO et al., 2013), metabolismo, controle do ciclo, proliferacdo e migracéo
celular, entre outros, que regulam o crescimento e sobrevivéncia das células (xu et al., 2014,
GONG et al., 2014).

Esta proteina € expressa em uma variedade de tecidos, principalmente no cortex
cerebral, no ventriculo lateral, na tireoide, na vesicula biliar, no rim e nos testiculos, nos
guais apresenta uma alta expressdo. No coélon e no reto sua expressdo € considerada
meédia, e é encontrada principalmente nas células glandulares (PROTEIN ATLAS).

Ela € composta pelos dominios C-terminal semelhante a ubiquitina (UBL -
ubiquitin-like) e N-terminal RING-IBR-RING, rico em residuos de cisteina, que contribuem
para a sua fungdo como uma E3 ubiquitina ligase (GORGOULIS et al., 2005). Atraves da
associacdo com enzimas de conjugacdo de ubiquitina, incluindo UBCH7 e UBCHS,
promove mono e poliubiquitinacdo marcando proteinas desdobradas e danificadas para
degradacao proteassomal (SAKATA et al., 2003; LEE et al., 2005; DOSS-PEPE et al., 2005; POULOGIANNIS
et al., 2010; VEERIAH et al., 2010) OoU regulando a sua localizacéo e trafego intracelular (LM et al.,
2005; FALLON et al., 2006; HAMPE et al., 2006; VIVES-BAUZA et al, 2010). Uma consequéncia da
diminuicdo ou perda na funcéo da parquina pode ser o acumulo toxico de um ou mais dos
seus substratos, por exemplo, formando os corpos de Lewy que podem resultar em
neurodegeneracao (SHIMURA et al., 2001; STAROPOLI et al., 2003; HAMPE et al., 2006).

A parquina possui 11 isoformas, geradas por splicing alternativo, sendo elas:
PARK2-004, PARK2-005, PARK2-006, PARK2-002, PARK2-003, PARK2-001, PARK2-
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203, PARK2-201, PARK2-204, PARK2-202, PARK?2-007 (ENSEMBL, 2016). Todas elas foram
descritas na espécie humana, bem como em algumas outras espécies, e a maioria
codifica para proteina, com excessdo da PARK2-007. Esta ultima ndo é capaz de gerar
uma proteina, pois € degradada por um mecanismo de vigilancia celular que retira
moléculas de RNA que contém stop cdédons prematuros. As isoformas PARK2-004,
PARK2-005, PARK2-006, PARK2-003 e PARK2-001, estdo envolvidas em mecanismos
de autofagia, transcricdo, regulacao da transcricado e via de conjugacdo UBL (KITADA et al.,
1998; KASAP et al., 2009). Alterac&os nas isoformas ja foram descritas em doenga de Parkinson
(OLIVEIRA et al., 2003; FOROUD et al., 2003) € mais recentemente em cancer de ovario (DENISON et
al., 2003b). A isoforma PARK2-004 também desempenham funcdo como proteina ubiquitina
transferase (COROMINAS et al., 2014), assim como PARK2-203, PARK2-201, PARK2-204,

PARK2-202 e PARK2-002, tendo que essa Ultima também possui uma atividade ligase
(MUNGALL et al., 2003; YANG et al., 2016).
A parquina também é um regulador-chave da homeostase mitocondrial (NARENDRA et

al., 2008), envolvida em todo o espectro da dindmica dessa organela, incluindo biogénese,
fusdol/fissdo, e clearance via mitofagia (CHEN e CHAN, 2009). Neste Ultimo processo a
parquina degrada seletivamente mitocondrias que possuem mutacbes em seu DNA
ocorridas pela acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen species)
(GOGVADZE et al., 2008; ROTHFUSS et al., 2009; SUEN et al., 2010). Estas organelas sdo essenciais
para o metabolismo e morte celular, e sua disfuncdo pode contribuir diretamente para o
desenvolvimento de céncer e de doencas neurodegenerativas (ZANSSEN e SCHON, 2005;
BRANDON et al., 2006; POULOGIANNIS et al., 2010; LIM et al., 2012).

Essa proteina age igualmente na progressao do ciclo celular, sendo possivel
observar a dindmica da sua localizacdo ao longo deste ciclo: na interfase, apresenta
distribuicdo perinuclear; na mitose, se localiza principalmente nos centrossomos e fusos
mitéticos; e na citocinese é encontrada em midbody (SUN et al., 2013). NO ciclo celular,
acoplada a complexos proteicos, a parquina induz a ubiquitinacdo e degradacao
proteassomal das ciclinas D e E. Desta forma, atua regulando o ciclo, pois a progressao
para a fase de sintese depende da presenca das ciclinas (STAROPOLI et al., 2003; IKEUCHI et al.,
2009; VEERIAH et al., 2010; GONG et al., 2014). Quando superexpressa, a parquina mantém a fase
G1 e atrasa a progressao para a mitose, por meio da alta taxa de degradacéo das ciclinas
(TAY et al., 2010; YEO et al., 2012). Uma reducdo na expressdo desta proteina, diminuindo a
degradacéo proteassomal das ciclinas, aumenta a porcdo de células em fase S e G2, 0

gue pode contribuir no desenvolvimento da tumorigénese (VEERIAH et al., 2010).
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Multiplas evidéncias indicam que PARK2 também regula funcionalmente o
centrossomo e 0s microtubulos interagindo com y-tubulina, uma proteina com fung¢édo na
estabilizacdo e orientacdo do fuso mitotico (ZHAO et al., 2003; YANG et al., 2005; JIANG et al., 2008).
Como a dinamica dos microtubulos tem sido associada a migracao das células, PARK2
pode regular negativamente a metastase de células de cancer pela sua atividade de
estabilizacdo dos microtibulos e sua inativacdo pode promover aneuploidia e
desregulacéo da diviséo celular (CESARI et al., 2003).

A ocorréncia de LOH e variacdo do numero de copias do PARK2 foram observadas
em diversos tumores humanos, incluindo ovario (POULOGIANNIS et al., 2010; TAY et al., 2010; YEO et
al., 2012), mama (VEERIAH et al., 2010), FimM (PICCHIO et al., 2004; WANG et al., 2004), pUIM&0 (CESARI et al.,
2003) e figado (WEST e MAIDMENT, 2004; BOUMAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011) sugerindo que estes
mecanismos possam predispor o aparecimento desta patologia. Hipermetilagdo do
promotor € um fator epigenético comum na alteracéo da expressdo de um gene. Embora
a frequéncia da hipermetilacdo do promotor de PARK2 seja baixa, quando comparada
com sua mutacdo ou delegcédo, pode servir como uma forma alternativa de inativar este
gene, regulando negativamente a expressdo do seu RNA mensageiro (POULOGIANNIS et al.,
2010). A baixa transcricdo de PARK2 é notavelmente correlacionada com o aumento da
presenca de metastase linfonodal e pior sobrevida de pacientes. Em contrapartida, uma
superexpressdo do PARK2 demonstrou regular negativamente linhagens celulares de
cancer (POULOGIANNIS et al., 2010; TAY et al., 2010; VEERIAH et al., 2010; YEO et al., 2012) € tumores
Primarios (WANG et al., 2004; SUN et al.,, 2013). Splicing alternativo também pode levar a uma
expressdo anormal de PARK2, o que influenciaria na funcéo da proteina (Gerola et al., 2014).
Alteracdes genéticas e epigenéticas neste gene estdo presentes na maioria dos
processos tumorais humanos estudados, sugerindo que a sua inativacdo pode contribuir

para a transformacéo neoplasica e progressao do tumor (IKEUCHI et al., 2009; GEROLA et al., 2014;
LACOGNATA et al., 2014).
Ainda, PARK2 é capaz de regular negativamente VEGFR2 (vascular endothelial

growth factor receptor 2 — receptor 2 de fator de crescimento epitelial), um fator de
crescimento codificado pelo gene KDR (kinase insert domain receptor) (YEO et al., 2012),
tendo uma fungdo na supressdo da angiogénese. Camundongos deficientes em PARK2
mostraram aumento da susceptibilidade a tumorigénese com um aumento da proliferacao
e a capacidade de formacdo de células de cancer no pancreas (SuN et al., 2013). A sua
expressao ectdpica reduziu in vitro e in vivo o crescimento de células cancerosas de

diversas origens (PICCHIO et al., 2004; WANG et al., 2004; POULOGIANNIS et al., 2010; VEERIAH et al., 2010;
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YEO et al., 2012; TAY et al., 2014), apontando para a fungdo supressora de tumor deste gene.
Além disso, a superexpressdo do PARK2 parece inibir a migracdo e invasao das células

cancerosas (TAY et al., 2010).

1.4 O PARK?2 e o cancer colorretal

Alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de estabelecer uma relagéo
entre 0 gene PARK2 e o cancer colorretal, e elucidar os mecanismos pelos quais essa
relacdo ocorreria.

Em 2009 lkeuchi e col. avaliaram a expressédo do PARK2, em associagcdo com a
regulacdo do ciclo celular através da degradacao proteassomal da ciclina E em células
epiteliais do cdélon. A desregulacdo das fases Gi e S do ciclo celular por meio da
superexpressao da ciclina E é uma caracteristica marcante observada em varios tipos de
cancer (SCHRAML et al., 2003). Essa ciclina foi sugerida como sendo um substrato da parquina
com base no fato de que uma deficiéncia desta proteina contribui para o acumulo da
ciclina E, em neurbnios pds-mit6ticos (STAROPOLI et al., 2003). O seu acumulo também foi
relatado em células de tumor colorretal (SUTTER, 2002). Ikeuchi e col. encontraram através
de experimentos com cultivo celular, gRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain
reaction — reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real quantitativa) e
immunoblotting, que a expressdo da parquina € induzida em resposta a sinalizacdo de
crescimento por meio do fator EGF (epidermal growth factor — fator de crescimento
epitelial). Este fator regula o crescimento de células epiteliais em diversos 6rgéaos
(NORMANNO et al., 2006) € @ Sua superexpressao esta envolvida na patogénese e progressao
de varios canceres (YASUI et al., 1988; SALOMON et al., 1995), inclusive do cancer colorretal (vanG
et al., 1999; CUNNINGHAM et al., 2004). Ensaios de transfeccdo foram utilizados para analisar a
influéncia da parquina na degradacédo da ciclina E, e os resultados de immunoblotting
evidenciaram a sua fungcdo como um mediador dessa degradacdo. Em 43 amostras de
cancer colorretal estudadas, 18 (42%) expressaram varias isoformas do splicing
alternativo da parquina com varias delecbes abrangendo os exons 3-6, regido
correspondente ao seu dominio UDP. Essas isoformas poderiam influenciar na
proliferacdo celular em células cancerigenas através da desregulacdo da protedlise da
ciclina E, demonstrada pelo acumulo dessa proteina em células de cancer colorretal
mantidas em cultivo. Esse acumulo pode conduzir & desregulagédo da progresséo do ciclo

celular no cancer colorretal (IKEUCHI et al., 2009).
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Em 2010 Poulogiannis e col., demonstraram através de aCGH (array comparative
genomic hibridization — hibridacdo gendmica comparativa em microarranjo) em
carcinomas colorretais primarios que 33% das amostras apresentavam perda de numero
de cépias do DNA (DCN — DNA copy number) envolvendo o gene PARK2.
Aproximadamente 28% das perdas por DCN foram detectadas na regido 11 em 6q26
inteiramente dentro desse gene. Esta perda se estende por aproximadamente 1,2 Mb e
em é geral heterozigoética, afetando mais comumente os exons 3-4, semelhante ao que
ocorre no parkinsonismo juvenil autossémico recessivo (WEST e MAIDMENT, 2004). Também foi
observada através da gRT-PCR, embora com expressdes minimas, hipermetilacdo e
mutacdo do promotor do PARK2, como uma alternativa de silenciamento desse gene.
Linhagens de células estaveis superexpressando PARK2 foram utilizadas para avaliar a
influéncia da sua alteracédo na proliferacdo de células de cancer colorretal, e foi observada
uma inibicdo dessa proliferacdo (POULOGIANNIS et al., 2010). Alteracdo ou delecdo no PARK2
foi intrinsecamente relacionada a deficiéncia no gene APC. Esta cooperacdo pode
acelerar a progressdo do tumor, e foi demonstrada através de experimentos com
camundongos, nos quais animais com inativacdo heterozigota do APC e do PARK2
apresentaram um crescimento de adenoma acelerado quando comparados com animais
gue apresentavam apenas mutacdo em APC (POULOGIANNIS et al., 2010). A miscigenacédo de
camundongos PARK2 knockout heterozigotos com camundongos APC mutado resultou
em uma acelera¢cdo marcante no desenvolvimento do adenoma intestinal e um aumento
da multiplicidade dos polipos. Os resultados sugerem um caminho desta carcinogénese
onde PARK2 é um gene supressor de tumor cuja haploinsuficiéncia pode cooperar com a
mutacdo do APC no desenvolvimento do cancer colorretal (POULOGIANNIS et al., 2010).

No contexto exposto, no presente trabalho foi investigada, em amostras de cancer
colorretal, a expressdo da parquina e de outras proteinas envolvidas em vias de
sinalizacdo e de progressao deste cancer, sendo elas P53, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
KI67, APC, ciclina D e ciclina E. O objetivo € contribuir para explicar a funcdo da parquina
no cancer colorretal, estudando comparativamente a sua expressao e de outras proteinas
ja caracterizadas nesta neoplasia. Da mesma forma, procurar uma correlagdo entre 0s
niveis de expressao das ciclinas D e E e os da parquina, para investigar a proposta de
estudos anteriores de que a parquina seria um regulador do ciclo celular por meio da

degradacéao destas ciclinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Correlacionar a expressao da parquina a caracteristicas clinico-patologicas, a
expressao das proteinas ciclina D, ciclina E, KI67 e APC, e a sobrevida de pacientes com
adenocarcinoma colorretal, a fim de investigar o envolvimento da parquina na

carcinogénese deste adenocarcinoma.

2.2 Objetivos especificos
1. Descrever as caracteristicas clinico-patoldgicas, incluindo a expressao
imunoistoquimica das proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e P53, dos pacientes com

adenocarcinoma colorretal que compde a amostra;

2. Avaliar a expressdo da parquina, ciclina D, ciclina E, KI67 e APC por

imunoistoquimica nas amostras selecionadas;

3. Comparar a expressao e localizacao celular da parquina em células neoplasicas

(adenocarcinoma colorretal) e ndo-neoplasicas;

4. Investigar a associacdo entre a expressao da parquina e as caracteristicas

clinico-patolégicas dos pacientes selecionados;

5. Pesquisar a correlacdo entre a expressao da parquina e a expressao de ciclina
D, ciclina E, KI67 e APC,;

6. Avaliar a associacdo entre a sobrevida dos pacientes estudados e suas
caracteristicas clinico-patolégicas, bem como, a expressédo de parquina, ciclina D, ciclina
E, KI67 e APC.
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3. METODOLOGIA

O presente projeto estd vinculado a outro mais amplo intitulado: Expressao
imunoistoquimica das vias de carcinogénese em poélipos e carcinomas colorretais,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), com o numero de registro 820.432.

3.1 Amostras estudadas

Para a realizacdo desse estudo foram selecionados 73 casos de adenocarcinoma
colorretal provenientes do Servigco de Anatomia Patoldgica do HC-UFPR, de Curitiba —
PR, incluindo pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18 anos. Estes
correspondiam a todos os pacientes submetidos a cirurgia eletiva e de emergéncia no
servico de oncocoloproctologia entre os anos 2007 — 2011, gue permaneceram em
segmento no HC-UFPR e apresentaram material histolégico em condi¢cdes adequadas
para a avaliacdo da expressdo das proteinas pelo método imunoistoquimico. Dentre os
casos selecionados nao havia pacientes com FAP, nem que foram submetidos ao
tratamento com radioterapia ou quimioterapia, antes da cirurgia, momento no qual as
amostras foram selecionadas.

Para fins de comparagédo foram, posteriormente, selecionadas 64 amostras de
mucosa colorretal ndo-neoplasica. Destas, 55 foram provenientes daqueles pacientes que
compuseram O grupo com adenocarcinoma colorretal e cujas amostras retiradas na
colectomia apresentaram margem cirdrgica proximal ou distal ndo-neoplasica (1.7 - 56 cm
de distancia do local do tumor). As outras 9 foram retiradas de pacientes que nao
apresentaram adenocarcinomal colorretal e foram submetidos a colectomia por outras
causas (doenca diverticular e endometriose, excluindo-se o0s casos com doenca

inflamatdria intestinal).

3.2 Coleta dos dados clinicos e definicdo das variaveis clinico-patolégicas

As amostras foram revisadas, em suas laminas e prontuarios, com o objetivo de
confirmacédo do diagndstico e de coleta de dados clinicos e patologicos relevantes a fim
de representar o fenotipo de cada paciente.

As seguintes variaveis foram analisadas: idade, sexo, comprometimento de LN,
invasdo angiolinfatica e perineural, localizagdo do tumor (célon ou reto), lado do tumor

(direito, abrangendo apenas os casos de colon e esquerdo, incluindo os tumores de colon
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e reto), grau de diferenciacdo (pouco, moderadamente e bem diferenciado), tipo
histolégico (mucinoso ou ndo mucinoso), estadiamento, tamanho do tumor (T1, T2, T3 ou
T4), cirurgia de carater eletivo ou emergéncial, area tumoral, data do diagndstico,

desfecho, data da ultima consulta, data do Obito e tempo de sobrevida.

3.3 Preparo dos TMAs e das laminas

A partir dos blocos de parafina contendo tecidos neoplasicos e nao-neoplasicos
(Figura 2a), foram realizados cortes histoldgicos sequenciais de 4um com a utilizacdo de
uma placa fria (Leica EG1130, Germany), um micrétomo (Reichet-Jung 2030, Bicut,
Germany) e uma lamina cortante (Marienfeld), para a confeccdo de laminas com
coloragdo hematoxilina-eosina (HE) (hematoxilina de Harris Biotec® e eosina amarelada
pronta para uso Biotec®). Essas laminas foram analisadas ao microscopio éptico para

selecdo e delimitacdo das areas a serem retiradas e preparadas em TMA (Figura 2c).

Figura 2 — Montagem do TMA.

Legenda: a. Blocos doadores, dos quais sdo retidos fragmentos da amostra. b. Broca cilindrica, utilizada
para retirar os fragmentos e montar outro bloco. c. Bloco receptor, recebe as amostras, tem suas linhas e
colunas previamente identificadas por um mapa em plano cartesiano.

Fonte: readaptado de Araujo, 2011.

Das laminas referentes aos casos com adenocarcinoma colorretal foram escolhidas
uma a trés areas representativas de acordo com a espessura da lesdo, sendo essas
referentes as regides superficial (S), intermediaria (I) ou profunda (P) do tumor. A regido S
na maioria dos tumores se encontra na camada epitelial mucosa ou na submucosa,
tumores localizados nessa regido sao classificados de acordo com o sistema de
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estadiamento TNM como T1 (Figura 3a). A regido tumoral | em sua maioria se encontra
na camada muscular propria, tumores com infiltracdo até este local sdo classificados
como T2 (Figura 3b). A regido P em sua maioria se localiza na camada serosa, tumores
com infiltracdo até este local sdo classificados como T3. Nestes tumores pode ser
observada perfuracdo ou terebracdo para o6rgdos vizinhos, sendo entdo classificados

como T4 (Figura 3c).

Figura 3 — Regifes e camadas de localizacédo do tumor.

o Serosa

Muscular
Propria

Mucosa e
Submucosa

Legenda: a. Tumor atingindo as camadas mucosa e submucosa (classificado como T1), onde geralmente
se encontra a regido tumoral superficial (S). b. Tumor atingindo a camada muscular propria (classificado
como T2), onde geralmente se encontra a regido tumoral intermediaria (I). c. Tumor atingindo a camada
serosa (classificado como T3) onde geralmente se encontra a regido tumoral profunda (P), ao atingir esse
grau de invasao o tumor ja pode ter invadido outros 6rgaos (classificado como T4).

Fonte: readaptado de Derival, 2016.

Das laminas referentes as areas néo-neoplasicas, pela auséncia de tumor, foi
selecionada apenas uma amostra correspondente a regido da mucosa.

A sequir, foi organizado um mapa em plano cartesiano com a localizagdo que cada
amostra selecionada teria no TMA. Por meio de uma broca Trefina Neodent® cilindrica, de
3 mm de diametro (Figura 2b), acoplada a uma caneta-pino-chave e a um motor de

suspensdo de 130 watts, da marca Bethil®, foram retiradas as amostras das areas
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selecionadas. A broca foi posicionada sobre a delimitacdo feita anteriormente com auxilio
da lamina e o motor foi acionado até que a amostra fosse puncionada (Figura 2a). Entéo,
estas amostras foram retiradas da broca com o auxilio de uma guia e posicionadas em
uma forma metalica conforme o mapa de localizacdo. As formas foram preenchidas com
parafina liquida, a 60°C, e colocadas sobre uma placa de gelo, a 10°C negativos, durante
30 minutos, para solidificagdo da parafina e conclusao da confecgdo do TMA (Figura 2c).

A partir do TMA finalizado (Figura 4a), foram realizados cortes histolégicos
sequenciais de 4um de espessura com a utilizacdo de uma placa fria (Leica EG1130,
Germany) e um micrétomo (Reichet-Jung 2030, Bicut, Germany). Dois tipos de laminas
cortantes foram utilizadas conforme o destino dos cortes histologicos, Marienfeld e
Superfrost®Plus, para o preparo de laminas a serem coradas com HE ou para a utilizacédo
em imunoistoquimica, respectivamente.

A coloracdo HE foi realizada nas laminas do primeiro corte de cada TMA para o

controle morfolégico da amostra (Figura 4b).

Figura 4 — Bloco e lamina de TMA.

a

b

Legenda: a. Bloco de TMA finalizado. b. LAmina do TMA corada pelo método de imunoistoquimica com
identificacdo dos casos (linhas numeradas) e das trés amostras que compde um caso, referentes as regides
superficial (S), intermediéaria (1) e profunda (P) do tumor (colunas A, B e C).

Fonte: a autora

3.4 Realizacao dos testes imunoistoquimicos

As laminas preparadas para imunoistoquimica foram submetidas a
desparafinizacdo com xilol PA (para andlise), estas foram mergulhadas por 5 minutos em
uma cuba contendo xilol PA aquecido, esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Apos,
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as laminas foram submetidas a desidratacdo com 3 banhos sucessivos de alcool PA, de 1
minuto cada e a reidratacdo com agua por 5 minutos. Em seguida foram mergulhadas em
hematoxilina por 8 minutos e lavadas novamente com agua por 5 minutos. Entao, foram
mergulhadas por 3 minutos em eosina e novamente lavadas com &gua. Foram
submetidas sucessivamente a alcool 95% por 1 minuto, alcool absoluto por 3 vezes de 1
minuto e por ultimo a xilol novamente por 3 vezes de 1 minuto. Uma solucdo contendo
alcool metilico e H202 PA foi utilizada para o bloqueio da peroxidase endogena. A seguir,
as laminas foram incubadas com os anticorpos para as proteinas estudadas, na diluicdo
adaptada para melhores resultados neste material (Tabela 2), em camera Umida,

submetida a temperaturas entre 2 e 8°C, durante a noite.

Tabela 2 — Caracteristicas dos anticorpos empregados nos testes imunoistoquimicos.

Proteina Anticorpo Especificagcdes Marca Diluicdo Tecido analisado
Parquina antlearkln monoclonal de RabMAb 1-100 Tumoral,+. néo
antibody* camundongo neoplasica
P53 antl-p.rotelna p53 monoclonal de Dako 1:200 Tumoral
anti-humana camundongo
MLH1 anti-Mih1 antibody monc";':l’::' de RabMAb Pré-diluido Tumoral
i-Msh2 4o
MSH2 anti-Ms monoclonal de RabMAb Pré-diluido Tumoral
antibody coelho
MSH6 anti-Msh6 monoclonal de Dako Pré-diluido Tumoral
antibody camundongo
PMS2 anti-PMS2 monoclonal de Dako Pré-diluido Tumoral
camundongo
Ki67 anti-Ki67 antibody monoclonal de Dako 1:150 Tumoral
camundongo
Py
APC anti-APC antibody | Monoclonal de RabMAb 1:200 Tumoral + nao
camundongo neoplasica
ciclina D antl-cyclm b1 monoclonal de RabMADb 1:100 Tumoral
antibody coelho
- anti-cyclin E1 monoclonal de
ciclina E : RabMAb 1:200 Tumoral
antibody coelho

Legenda: P53: tumor protein p53; MLH1: mutL homolog 1; MSH2: mutS homolog 2; MSH6: mutS homolog
6; PMS2: PMS1 homolog 2; KI67: marker of proliferation Ki-67; APC: adenomatous polyposis coli; *o anti-
Parkin antibody ndo detecta as isoformas 3 e 5 da parquina.

As condicdes, incluindo as dilui¢cdes, para a incubacdo com os anticorpos primarios
em camara umida, foram estabelecidas pelos protocolos do Laboratério de Patologia
Experimental Multiusuario da PUCPR. Da mesma forma, foram determinadas as
condicbes para a incubacdo com polimero de revelagdo (Spring) pronto para uso,

adicionado apos a incubagdo com os anticorpos, sendo composto por duas solugdes, a
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primeira (complement - pronto para uso) com o tempo de 10 minutos e a segunda
(conjugate - pronto para uso) com o tempo de 15 minutos.

Para a revelacao, foi adicionado o complexo DAB + substrato (tampéo para diluicdo
do DAB) sobre as laminas e a contra-coloragao foi realizada com hematoxilina de Hatrris,
seguida de desidratacdo com banhos de alcool etilico 100% e clarificacdo com xilol PA.
Para a montagem das laminas permanentes foi utilizada a resina histologica prépria para
microscopia (Entellan, Merck®).

As reacfes com controles externos positivos e negativos para cada anticorpo foram

concomitantes, estes ultimos obtidos através da omissao do anticorpo primario.

3.5 Analise morfométrica — parquina e APC

A andlise da expressdo das proteinas parquina e APC foi realizada por
morfometria, esta técnica permite a descricdo quantitativa da area de expressdo das
proteinas. Assim as laminas submetidas a imunoistoquimica com o0s anticorpos anti-
parquina e anti-APC, foram inicialmente analisadas através do software de imagem Dino
Capture 2.0° em computador Acer® acoplado a uma camera Dino Eye® inserida no
microscépio Olympus BX40® no qual foram capturadas imagens das laminas em objetiva
de 40x. Cada amostra representativa de uma regido do tumor (S, | e P) foi
imaginariamente dividida em quatro quadrantes e uma fotografia de cada quadrante foi
registrada, totalizando em média 12 imagens de cada caso. Para as amostras
provenientes da mucosa nao-neoplasica, foi feita a mesma divisdo imaginaria em quatro
guadrantes e foram registradas 4 imagens de cada quadrante, totalizando em média 12
imagens por caso, afim de que fosse obtida a mesma quantidade de imagens para um
padrdo de comparacao.

A seguir, essas imagens (Figura 5a) foram otimizadas com o auxilio do software
Adobe Photoshop CS6 v 13.0®, por meio do corte das areas de estroma nédo neoplasico e
em branco contidas nas imagens (Figura 5b), para a obtencdo de uma analise especifica

para as regides de interesse.
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Figura 5 — Analise morfométrica.

Legenda: a. Imagem microscépica de uma amostra da lamina corada com o anticorpo imunoistoquimico. b.
Imagem otimizada com o auxilio do software Adobe Photoshop CS6 v 13.0°. c. Imagem submetida a
mascara morfométrica.

Fonte: a autora.

Essas imagens foram, entdo, analisadas por meio do software Image Proplus® pela
ferramenta morfometria de cores. Foram analisadas trés cores: castanho, caracteristica
da reacdo positiva para parquina e para APC; azul, caracteristica da imunonegatividade; e
branca, caracteristica das areas que foram retiradas conforme citado anteriormente
(estromais e brancas) as quais apds a sua retirada se tornaram todas brancas. Uma
amostra de cada cor a ser analisada foi fornecida ao programa, que gerou uma mascara a
gual marcava com a cor vermelha as areas castanhas, com a amarela, as areas azuis e
com a verde, as areas brancas. A mascara foi aplicada para cada imagem (Figura 5c) e o
programa fornecia automaticamente o0s micrébmetros quadrados, bem como a
percentagem das areas coradas para cada cor.

Para cada quadrante das areas tumorais (S, | e P) ou areas de mucosa nao-
neoplasica foi obtido o percentual de area positiva como sendo o total de area positiva
(vermelha) em micrometros quadrados dividido pela soma deste com o total de area

negativa (amarela) em micrémetros quadrados (equagéo 1).

total de area positivia (Lm2) (2)

percentual de &rea positiva por quadrante =

total de &rea positiva (um2) + total de area negativa (Um2)

Em seguida, foi calculada a média dos percentuais de area positiva dos quatro
guadrantes, e com isso se obteve o percentual médio de cada amostra. Os percentuais de
area positiva foram calculados para as amostras que tinham dados de pelo menos um
guadrante. Além das regides S, | e P os pacientes foram ainda divididos em outros 2
grupos, o primeiro composto pelas médias de expressao das proteinas entre as amostras
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correspondentes as regides S e |. E o0 segundo pelas médias de expressao das proteinas
entre as amostras correspondentes as regides S, | e P considerando apenas 0s casos
compostos por amostras das 3 regides, sendo aqui desconsiderados casos incompletos.
Por ultimo foram levadas em consideracdo as médias de expressao da parquina nas 3
regides abrangendo todos os casos, independente da regido amostral. Desta forma os
seguintes grupos foram analisados:

a. Média de expressdo da parquina na regido S (Média S);

b. Média de expressado da parquina na regido | (Média I);

c. Média de expresséao da parquina na regiao P (Média P);

d. Média de expressdo da parquina entre as regides S e | (Média S e I);

e. Média de expressao da parquina entre as regides S, | e P nos casos completos

(Média S, | e P nos casos completos);
f. Média de expressdo da parquina entre as regides S, | e P em todos 0s casos

(Média S, | e P em todos 0s casos).

3.6 Analise morfoldgica com estimativa quantitativa — parquina

A analise morfologica subjetiva com estimativa quantitativa da parquina foi
realizada utilizando o microscépio Olympus CH30® observando imagens das laminas em
objetivas de 4x, 10x e 40x. Cada amostra representativa de uma regido de localizacdo do
tumor (S, | e P) e da mucosa nao-neoplasica foi inspecionada visualmente, e foram
estimados os percentuais de extensdo combinados com a imunolocalizacdo (nuclear,
metade basal e metade apical do citoplasma ou citoplasma como um todo) da coloracao

positiva (castanho) para parquina.

3.7 Contagem celular — ciclina D1, ciclina E1 e KI67

A avaliacdo da expressao das proteinas ciclina D1, ciclina E1 e KI67 foi realizada
através da contagem dos nucleos positivos (catanhos) e negativos (azuis) para a reacao
com 0s anticorpos anti-ciclina D1, anti-ciclina E1 e anti-Ki67. Foi utilizado o microscoépio
Olympus BX40® para a realizacdo da contagem. Dentre as trés amostras representativas
das regides de localizagcéo do tumor (S, | e P) foi selecionada uma amostra com a maior
positividade entre as trés (hot spot). Nesta amostra através da objetiva de 40x foi entdo
selecionado o campo de visualizagdo com maior positividade (hot spot) e este foi,
imaginariamente, dividido em quatro quadrantes, dos quais um foi escolhido para que

fosse realizada a contagem, este quadrante deveria ter o minimo de 100 células. Os
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valores foram submetidos ao calculo da percentagem, no qual foi obtida a estimativa de

ndcleos positivos e negativos por amostra.

3.8 Analise da expresséao de P53, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2

A expressdo das proteinas P53, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 nas laminas de
imunoistoquimica foi classificada como positiva (coloracdo castanha) ou negativa
(coloracéo azul). Foi utilizado o microscépio Olympus BX40® para se observar as laminas
em objetivas de 4x, 10x e 40x. Cada amostra que compunha um caso foi analisada e a
presenca de ao menos uma area positiva classificou o caso como positivo e a auséncia
de area positiva o classificou como negativo para o anticorpo em questdo. Com relacao as
proteinas MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 quando se encontravam alteradas foi observada
coloracdo azul, ou seja, imunonegatividade. Ja na analise para a proteina P53, 0
raciocinio é o inverso, quando ha presenca de uma proteina mutante, esta ndo € degrada

e entdo é detecta, expressando imunopositividade para o anticorpo.

3.9 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa computacional IBM SPSS
Statistics v.20®. Valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica.

As variaveis quantitativas foram descritas por médias, medianas, valores minimos e
valores maximos, e as qualitativas foram descritas por frequéncias e percentuais.

Para a comparacao entre as variaveis clinico-patolégicas e evolucao clinica em
relacdo as variaveis quantitativas, foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes para a compara¢cdo de dois grupos. E o0 modelo de analise da variancia
(ANOVA) com um fator para comparacao de mais de dois grupos.

O grau de associacdo entre duas variaveis foi avaliado através do coeficiente de
correlacdo de Pearson.

Para a determinacdo de pontos de corte que descriminassem a melhor relacéo
entre a especificidade e sensibilidade para a expressado da parquina associada a variavel
grau de diferenciacao Il foram ajustadas curvas ROC (receiver operating characteristic).

O tempo de sobrevida foi descrito por curvas de Kaplan-Meier e para a
comparacao entre grupos com relacdo ao tempo de sobrevida foi usado o teste de Log-
rank. Para a andlise multivariada foram ajustados modelos de regressdo de Cox, seguidos

do teste de Wald para avaliacdo das variaveis incluidas nos modelos.
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4. RESULTADOS

4.1 Anédlise descritiva da amostra
A estatistica descritiva dos dados clinico-patolégicos mais relevantes para este

estudo, retirados dos prontuarios dos pacientes, € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizacao clinico-patologica da amostra estudada.

Variaveis n* %
<45 anos 13 17,8
Idade (Bethesda)

> 45 anos 60 82,2
M 34 46,6

Sexo
F 39 53,4
P 28 38,9

LN
N 44 61,1
Ausente 28 38,9
Invaséo
Presente (angiolinfatica e perineural) | 44 61,1
Célon 37 50,5
Localizagdo

Reto 36 49,5
Direito 18 24,7

Lado
Esquerdo 55 75,3

Bem/Moderadamente diferenciado 64 88,9

Diferenciacéo |
Pouco diferenciado 8 11,1

Pouco/ Moderadamente diferenciado | 62 86,1

Diferenciacéo Il

Bem diferenciado 10 13,9
Mucinoso 11 15,3
Tipo histol4gico
Nao mucinoso 61 84,7
I 13 18,1
Estadiamento 1] 24 33,3
H+1v 35 48,6
T1 2 2,7
T2 14 19,2
Tamanho do tumor
T3 42 57,5
T4 15 20,5
Eletiva 59 81,9
Cirurgia
Emergéncia 13 18,1

Legenda: n = nimero de casos; M = masculino; F = feminino; LN =
linfonodos; P = positivo; N = negativo; *em algumas variaveis temos 72
casos ao invés de 73, pois prontuario de um dos pacientes nao possuia
dados completos.
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Os pacientes apresentavam idade mediana de 61 anos, com minima de 18 e
méaxima de 90 anos, esta variavel foi analisada de acordo com a classificacdo Bethesda,
gue considera dois grupos: até 45 e acima de 45 anos.

Com relacéo a variavel grau de diferenciacdo, os pacientes foram agrupados de
duas formas. A primeira, diferenciacéo I, levou em consideracdo o agrupamento proposto
pela literatura que, de acordo com as caracteristicas clinicas do tumor, o classifica em
bem/moderadamente e pouco diferenciado (COMPTON, 1999; COMPTON et al., 2000). A segunda,
diferenciacdo Il, agrupa os tumores em pouco/moderadamente e bem diferenciados,
levando em consideracao suas caracteristicas histologicas (BONHIN et al., 2014).

Na Tabela 4, estdo apresentados os resultados das analises histopatologicas para
as proteinas P53, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2.

Tabela 4 — Caracterizacdo histopatolégica da amostra estudada — expressao das
proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e P53.

Variaveis n* %
P 68 93,1
MLH1
N 5 6,9
P 72 98,6
MSH2
N 1 34
P 68 94,5
MSH6
N 4 55
P 65 90,4
PMS2
N 7 9,6
P 70 95,8
P53
N 3 4,2
P 64 92,2
MLH1/PMS2
N 5 7.8
P 69 98,55
MSH2/MSH6
N 1 1,45

Legenda: n = numero de casos; P = positivo; N = negativo; *em algumas
varidveis temos menos casos, pois alguns pacientes ndo tinham amostras
suficientes.

Na Figura 6, é apresentada a curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevida
dos pacientes. Foram considerados censurados 0s casos que ndo morreram, para estes o
tempo de seguimento correspondeu ao periodo entre o diagndstico e a Ultima consulta

registrada.
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Figura 6 — Curva de sobrevida dos pacientes estudados.
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Legenda: Curva de sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma colorretal. Em azul estdo representados
0os casos de pacientes que foram a 6bito e em vermelho os casos censurados, que sdo aqueles que
permaneceram vivos, para estes o tempo de seguimento correspondeu ao periodo entre o diagnostico e a
Ultima consulta registrada. Na linha vertical do grafico estédo representados os casos acumulados e na linha
horizonral o tempo de sobrevida.

Na Tabela 5, sdo apresentados os percentuais de sobrevida estimados por Kaplan-

Meier de acordo com os tempos de acompanhamento.

Tabela 5 — Sobrevida dos pacientes considerando o periodo entre o diagndstico e a

ultima consulta registrada.

Tempo (anos) Percentual de

sobrevida
0,5 100,0%
1 97,2%
2 92,9%
3 82,5%
4 76,2%
5 68,1%
6 62,2%
7 57,0%
8 57,0%

42



Dos 73 casos incluidos no estudo: 20 (27,4%) morreram antes de 5 anos (tempo
minimo de 0,61 e maximo de 4,94 anos); 3 (4,1%) morreram apds 5 anos (tempo minimo
de 5,31 e maximo de 6,74 anos); 39 (53,4%) pacientes ndo morreram e foram
acompanhados por pelo menos 5 anos (tempo minimo de 4,50 e maximo de 7,76 anos); e
11 (15,1%) ndo morreram e foram acompanhados por menos de 5 anos (tempo minimo

de 0,64 e maximo de 4,28 anos).

4.2 Expresséo das proteinas parquina, APC, ciclina D1, ciclina E1 e KI67

Na Figura 7, estdo representadas imagens geradas pela observacdo das laminas
de imunoistoquimica que foram utilizadas na andlise morfométrica da expressdo da
parquina e da APC. As regifes coradas com castanho representam expressdo para as

proteinas e as regides coradas em azul representam imunonegatividade.

Figura 7 — Expresséo da parquina e da APC.

Legenda: a. Expresséo da parquina em amostra com adenocarcinoma colorretal. b. Expressdo da parquina
em amostra de mucosa nao-neoplasica de pacientes com adenocarcinoma colorretal. ¢c. Expressdo da
parquina em amostra de mucosa nao-neoplasica de pacientes sem adenocarcinoma colorretal. d.
Expressdo da APC em amostra com adenocarcinoma colorretal. e. Expressdao da APC em amostra de
mucosa ndo-neoplasica de pacientes com adenocarcinoma colorretal. f. Expressdo da APC em amostra de
mucosa nao-neoplasica de pacientes sem adenocarcinoma colorretal.

Fonte: a autora.

Os resultados da analise morfométrica para a expressao da parquina e da APC nas
diferentes regides tumorais estudadas estéo, respectivamente, nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 — Expresséo da Parquina nas diferentes regiées tumorais e ha mucosa nao-

neoplasica.
Variaveis n* Média Mediana Minimo Méaximo

B 70 14,2 12,3 2,4 55,4

n 58 20,0 17,9 4,1 66,5

P 44 18,2 16 2,9 45,9

Sel 56 17,2 16 3,9 49,5

'S, 1eP casos completos 40 17,9 16,5 35 36,7
'S, TeP B todos os casos 73 16,5 15,3 2,36 36,7
Mucosa nao-neoplasica | 55 23,1 22,5 9,9 50,0
Mucosa nao-neoplasica Il 9 27,5 27,5 13,6 39,9

Legenda: n = nimero de casos; 'S = média de expressao da parquina na regido superficial (S); I = média

de expressdo da parquina na regiao intermediaria (1); P = média de expressdo da parquina na regiao

profunda (P); Sel = média de expressdo da parquina entre as regides S e I; S.1€P casos completos

média de expressdo da parquina entre as regides S, | e P nos casos completos; S:!1€P todos os casos =
média de expressao da parquina entre as regides S, | e P em todos os casos; *em algumas regides temos
menos casos em decorréncia do tamanho do tumor; Mucosa ndo-neoplésica | = amostra da mucosa nao-
neoplasica retirada do paciente com adenocarcinoma colorretal; Mucosa nédo-neoplésica Il = amostra da
mucosa nao-neoplasica retirada do paciente sem adenocarcinoma colorretal.

Tabela 7 — Expressédo da APC nas diferentes regides tumorais e na mucosa nao-

neoplasica.
Variaveis n* Média Mediana Minimo Maximo
s 62 30,4 30,6 15 72,2
T 57 34.3 31,1 0,3 63,9
P 51 325 30,8 3,8 71,9
Sel 38 32,5 32,6 10,3 59,0
'S, TeP casos completos 72 33,6 31,6 0.9 59,0
S, e P todos os casos 55 32,5 21,6 6,4 0,0
Mucosa néao-neoplasica | 52 27,5 11,0 1,3 24,4
Mucosa néo-neoplasica Il 9 18,9 17,5 3,5 37,9
Legenda: n = nimero de casos; 'S =média de expressdo da APC na regido superficial (S); I = média de

expressdo da APC na regido intermediaria (I); P = média de expressdo da APC na regido profunda (P);
Sel = média de expressdo da APC entre as regides S e I; S.12P casos completos = média de

expressdo da APC entre as regides S, | e P nos casos completos; S:12P todos os casos = média de
expressdo da APC entre as regides S, | e P em todos os casos; *em algumas regiées temos menos casos
em decorréncia do tamanho dos tumores; Mucosa ndo-neoplasica | = amostra da mucosa ndo-neoplasica
retirada do paciente com adenocarcinoma colorretal; Mucosa ndo-neoplasica Il = amostra da mucosa néo-
neoplasica retirada do paciente sem adenocarcinoma colorretal.
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Os resultados da contagem celular para as proteinas ciclina D1, ciclina E1 e KI67
estdo apresentados na Tabela 8, na qual é possivel observar o percentual de nucleos

positivos por amostra.

Tabela 8 — Expresséo de ciclina D1, ciclina E1 e KI67 dada em percentagem de nlcleos

celulares positivos por amostra.

% Nucleos Positivos % Nucleos Positivos

Caso Ciclina E Ciclina D K167 Caso Ciclina E Ciclina D K167
1 39 63 62 38 53 32 19
2 38 29 37 39 70 47 72
3 46 36 40 40 80 74 53
4 80 44 64 41 75 31 46
5 81 37 37 42 62 35 41
6 76 25 44 43 81 56 36
7 53 7 28 44 69 64 63
8 52 28 35 45 71 58 53
9 51 47 44 46 67 63 57
10 72 13 34 47 69 35 22
11 73 55 49 48 75 39 59
12 65 46 19 49 65 55 36
13 75 68 47 50 59 67 32
14 81 37 26 51 48 40 62
15 57 46 34 52 66 48 36
16 81 76 72 53 64 70 44
17 65 52 40 54 74 45 39
18 68 57 49 55 70 41 34
19 84 42 49 56 70 32 24
20 84 65 51 57 78 54 49
21 79 65 23 58 64 43 25
22 67 73 43 59 24 50 51
23 52 51 50 60 65 60 47
24 69 13 28 61 62 56 53
25 84 67 24 62 84 63 12
26 66 56 43 63 57 26 17
27 68 58 43 64 66 52 14
28 55 5 028 65 75 34 23
29 58 41 48 66 48 41 30
30 75 25 56 67 48 34 46
31 7 63 43 68 46 47 45
32 7 59 38 69 72 57 36
33 86 74 37 70 80 40 34
34 75 37 28 71 40 19 38
35 70 50 26 72 78 60 23
36 62 35 26 73 48 44 18
37 50 26 10
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4.3 Analise das variaveis clinico-patoldgicas e da expressao das proteinas ciclina
D1, ciclina E1, KI67 e APC em relacdo a expressao da parquina

N&o houve correlacdo entre parquina e as variaveis: idade (Bethesda), invaséo,
localizacéo, lado, grau de diferenciacéo |, tamanho do tumor e carater da cirurgia.

Para comparar as variaveis sexo e expressao da parquina, foi testada a hipotese
nula de que as médias de expressdo sao iguais entre pacientes dos sexos feminino e
masculino, versus a hipdtese alternativa de que as meédias sao diferentes. Houve
correlacdo entre as variaveis sexo e média P (p = 0,019), média S, | e P nos casos
completos (p = 0,013) e média S, | e P em todos os casos (p = 0,049). Foi possivel
observar uma maior expresséo da parquina no sexo masculino (Tabela 9).

Para comparar as varidveis comprometimento de LN e expresséo da parquina, foi
testada a hipotese nula de que as médias de expressédo sdo iguais para pacientes com
comprometimento de LN (positivos - P) e pacientes sem comprometimento de LN
(negativos - N), versus a hipétese alternativa de médias diferentes. Foi possivel observar
uma tendéncia a significancia estatistica com relacdo a média S, | e P nos casos
completos (p = 0,052) e a média S, | e P em todos os casos (p = 0,087), sendo
encontrada uma maior expressao nos tumores com comprometimento de LN (Tabela 9).

Também foi encontrada correlacdo entre grau de diferenciacdo Il do tumor e
expressdo da parquina, sendo testada a hipétese nula de que as médias sao iguais para
pacientes com tumor bem diferenciado e pacientes com tumor pouco/moderadamente
diferenciado, versus a hipotese alternativa de médias diferentes. Como é possivel
observar na Tabela 9, um valor de p = 0,024 foi encontrado para a média S e |. Ao
analisar a média S, | e P em todos os casos, foi observada uma tendéncia a significancia
(p = 0,055). A parquina foi mais positiva nos os tumores pouco/moderadamente
diferenciados (Tabela 9).

Considerando o tipo histolégico e a expressdo da parquina, foi testada a hipétese
nula de que as médias de expressao sao iguais para pacientes com tumor mucinoso e
nao mucinoso, versus a hipétese alternativa de médias diferentes. Foi encontrada
correlacdo com os grupos: média S e | (p = 0,046), e média S, | e P em todos os casos (p
= 0,028). Na média S, | e P nos casos completos foi observada uma tendéncia a
significancia com p = 0,065. O tipo mucinoso apresentou uma maior expressdo da
parquina (Tabela 9).

Ao analisar estadiamento e a expressao da parquina, foi testada a hipétese nula de

gue as meédias de expressao sao iguais para pacientes no estadios |, Il, lll ou IV, versus a
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hipétese alternativa de médias diferentes. Foi encontrada correlagcdo na média S, | e P
nos casos completos (p = 0,037), e na média S, | e P em todos os casos (p = 0,041). Os
tumores que se encontravam nos estadios mais avancados (lll + V) apresentaram

maiores niveis de expresséo da parquina (Tabela 9).

Tabela 9 — Associacao entre expressao da parquina nas diferentes regides tumorais
estudadas e varidveis clinico-patoldgicas (continua).

% de area positiva para parquina Sexo n** Média Mediana Minimo Maximo VaI(;r de
— M 20 23,0 24,4 3,2 45,9
P 0,019*
F 24 14,3 10,5 2,9 44,6
M 26 19,2 16,2 5,8 49,5
Sel 0,215
F 30 15,5 15,3 3,9 31,8
ST M 17 22,2 22,2 7,5 36,7 0.013*
+ 7" casos completos F 23 14,7 13,8 35 36 ’
STepP M 34 18,6 16,6 4,91 36,7 0.049*
+' 77 todos os casos F 39 | 146 144 | 236 36 ’
. . . - .- . - -~ Valor de
% de &rea positiva para parquina LN n Média Mediana Minimo Maximo D
— P 23 19,6 17,9 2,9 44,6
P 0,427
N 21 16,7 11 3,5 45,9
P 24 19,7 18,1 3,9 49,5
Sel 0,201
N 32 15,3 13,9 5,8 32,4
<SP P 21 20,8 21,5 3,5 36,7 0.052
‘ casos completos N 19 14,7 12,6 6,3 33,3 ‘
<TeP P 28 19,0 18,9 3,52 36,7 0.087
+' 7" todos os casos N 44 | 152 135 | 236 | 333 ’
. . . . o - - . . -~ Valor de
% de area positiva para parquina  Diferenciacgéao Il n Média Mediana Minimo Maximo D
_ Bem diferenciado 5 154 13,6 5,3 32,3
P 0,724
Pouco/Moderadam |~ 5q | 45 ¢ 17,2 29 | 459
ente diferenciado
Bem diferenciado 6 9,6 8,0 5,8 18,4
Sel 0,024*
Pouco/Modera_ldam 50 18,1 16,8 3.9 495
ente diferenciado
Bem diferenciado 4 12,5 9,8 7,5 23,0
S leP
- casos completos Pouco/Moderadam 36 18,5 16,9 35 367 0,232
ente diferenciado
Bem diferenciado 10 11,9 9,8 5,8 23,0
S, leP 0,055
todos os casos Pouco/Modera_ldam 62 17.4 16,5 24 367
ente diferenciado

Legenda: n = ndmero de casos; M = masculino; F = feminino; P = média de expressdo da parquina na
regido profunda (P); Sel = média de expressdo da parquina entre as regides superficial (S) e

intermediéaria (1); S.12P casos completos = média de expresséo da parquina entre as regides S, | e P nos

casos completos; S:1€P todos os casos = média de expressdo da parquina entre as regides S, | e P em
todos os casos; P = positivo; N = negativo; *valores de p significativos; ** em algumas regides ndo temos o
numero total de casos em decorréncia do tamanho dos tumores.
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Tabela 9 — Associacao entre expressao da parquina nas diferentes regides tumorais

estudadas e variaveis clinico-patoldgicas (continuacao).

% de area positiva para parquina Tipo histolégico n*  Média Mediana Minimo Maximo VaIcE)r de

- Mucin(?so 7 24,3 24,4 3,2 45,9 0.267
N&o Mucinoso 37 17,1 14,6 29 40,6
Mucinoso 9 23,0 20,9 9,4 49,5

Sel — - 0,046*
N&ao Mucinoso 47 16,1 13,9 3,9 47,4

W casos completos Mucm(?so 7 23,8 215 11,1 36 0,065
N&o Mucinoso 33 16,6 15,3 3,5 36,7

STeP 00s 05 CAsOS ~Mucinc.)so 11 21,8 20,5 11,1 36 0,028+
N&ao Mucinoso 61 15,7 13,8 2,36 36,7

% de area positiva para parquina Estadiamento n**  Média Mediana Minimo Maximo VaIc;r de
| 0 - - - -

P [ 14 | 140 9,7 3,9 35,3 0,125
I+ 1v 30 20,2 17,6 2,9 45,9
| 6 18,3 20,2 5,9 28,0

Sel I 18 14,1 13,1 7,0 32,4 0,248
"+ 1v 31 19,0 17,7 3,9 49,5

| 0 - - - -

S, TeP casos completos [ 13 | 135 11,9 6,3 33,3 0,037~
I+ 1v 27 20,0 20,5 3,5 36,7
| 13 14,4 13,3 2,4 28,0

S TeP 1odos os casos [ 24 | 139 12,6 4,9 33,3 0,041*
"+ 1 35 19,2 19,1 3,5 36,7

Legenda: n = nimero de casos; M = masculino; F = feminino; P = média de expressao da parquina na
regido profunda (P); Sel = média de expressdo da parquina entre as regides superficial (S) e

intermediaria (I); S-1eP casos completos = média de expressédo da parquina entre as regides S, | e P nos

casos completos; S.1€P todos os casos = média de expressédo da parquina entre as regides S, | e P em
todos os casos; P = positivo; N = negativo; *valores de p significativos; ** em algumas regides ndo temos o
namero total de casos em decorréncia do tamanho dos tumores.

A curva ROC foi ajustada levando em consideracdo a variavel grau de
diferenciacéo Il, analisando a média S, média | e média P, bem como a média S e |, a
meédia S, | e P nos casos completos e a média S, | e P em todos os casos. Foi encontrada
correlacdo ao analisar a média S e | (Figura 8), com um valor de p = 0,015. A area abaixo
da curva representada foi igual a 0,807, sendo esta uma medida que reflete a acuracia de
um teste podendo ser expressa em um valor entre O e 1 onde quanto mais proximo de 1
melhor é o seu valor preditivo. Estes resultados indicam que para este grupo a parquina
tende a discriminar bem entre tumor bem diferenciado e tumor pouco/moderadamente

diferenciado.
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Figura 8 — Curva Roc para média de expressao da parquina nas regides superficial

e intermediéaria do tumor.
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O melhor ponto de corte foi de 11%, no qual se observou uma sensibilidade de
72% e uma especificidade de 83,33% (Tabela 10; Figura 9). Neste caso, a sensibilidade
foi definida como sendo a probabilidade da expressdo da parquina ser > 11 dado que o
tumor é pouco/moderadamente diferenciado. Ja a especificidade é a probabilidade do
percentual de expressaoda parquina ser < 11 dado que o tumor € bem diferenciado.

Ao se analisar a média S (p = 0,088), média | (p = 0,066) e média S, | e P em todos
os casos (p = 0,059), foram observados resultados com tendéncia a significancia

estatistica.

Tabela 10 — Especificidade e sensibilidade para o ponto de corte 11% com relagéo a
média de expressdo da parquina nas regides superficial e intermediaria do tumor na

variavel grau de diferenciacao Il.

Diferenciacgao Il

Sel
Pouco/moderadamente Bem

14 5

<11 ——
28,00% 83,33% (especificidade)

36 1

>11 __
72,00% (sensibilidade) 16,67%

Total 50 6

Legenda: S el =média de expressdo da parquina entre as regifes superficial e intermediaria.
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Figura 9 — Grafico de sensibilidade e especificidade para média de expressao da

parquina nas regides superficial e intermediaria do tumor.
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Foi estimado o coeficiente de correlacdo de Pearson entre o percentual de células
positivas para ciclina D1, ciclina E1 e KI67 e a expressédo da parquina. Para cada duas
varidveis analisadas, foi testada a hiptese nula de que ndo existe correlacdo entre as
variaveis (coeficiente de correlacdo igual a zero), versus a hipétese alternativa de que
existe correlacdo (coeficiente de correlacdo diferente de zero). Nenhum resultado
significativo foi encontrado, sugerindo que néo existe correlacdo entre essas variaveis.

Foi estimado o coeficiente de correlagdo de Pearson entre expressdo da APC e
expressdo da parquina. Foi testada a hipétese nula de gque néo existe correlacdo entre as
duas variaveis (coeficiente de correlacdo igual a zero), versus a hipotese alternativa de
gue existe correlacdo (coeficiente de correlacado diferente de zero). Foi observada
associacdo para 0s grupos descritos na Tabela 11, sendo observada uma correlacao
positiva entre as duas varidveis demonstrando que o aumento de uma esta

correlacionado ao aumento da outra.
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Tabela 11 — Associagao entre expressao da parquina e expressao da APC nas diferentes

regifes tumorais estudadas e em amostras ndo-neoplasicas.

Variaveis n Coeficiente de correlacéo de Pearson Valtz)r de
“parquina mucosa ndo-neoplasica x Apc mucosa ndo- 50 0,30 0,032*
neoplasica
parquinaS x Apc S 61 0,28 0,027*
parquinal x Apc | 51 0,28 0,045*
parquina P x Apc P 41 0,40 0,010*
parquinaSel x ApcSel 70 0,34 0,004*
'S, TeP casos completos x5 18P casos completos | 30 0,48 0,007*
S.1eP todos os casos x 5. 18P todos os casos 2 0,37 0,001

Legenda: N = nimero de casos; m mucosa nao-neoplasica = média de expressao da parquina na
mucosa nao-neoplasica; A_pc mucosa nao-neoplasica = média de expressdo da APC na mucosa nao-
neoplésica; W = média de expressdo da parquina na regido superficial (S); m = media de
expressdo da APC na regido S; W = média de expressao da parquina na regido intermediaria (I);
"Apc| = média de expressdo da APC na regido I; parquina P = média de expressdo da parquina na
regido profunda (P); m = média de expressdo da APC na regido P; m = média de
expressdo da parquina entre as regides S e |I; W = média de expressdo da APC entre as regides S

e I; S.1eP casos completos = média de expressdo da parquina entre as regies S, | e P nos casos
completos; S.!8P casos completos = média de expressdo da APC entre as regifes S, | e P nos casos
completos; S.1eP todos os casos = média de expressédo da parquina entre as regides S, | e P em todos os

casos; 3:.1®P todos os casos = média de expressdo da APC entre as regifes S, | e P em todos 0s casos;
P = positivo; N = negativo; *valores de p significativos; **em algumas regides ndo temos o nimero total de
casos em decorréncia do tamanho dos tumores.

4.4 Andlise das variaveis clinico-patologicas em relacdo a localizacdo celular da
parquina

Cada uma das variaveis de localizacao celular da parquina (basal, apical, nuclear e
citoplasmatica) foi correlacionada com as variaveis qualitativas: idade (Bethesda), LN,
invasao, lado, diferenciacéo I, diferenciacéo Il, tipo histolégico e tamanho do tumor. Foi
testada a hipotese nula de que a média das variaveis é igual para todas as localizacoes,
versus a hipotese alternativa de meédias diferentes. N&o foi possivel estabelecer
correlacdo para nenhuma das variaveis.

Para cada uma das variaveis quantitativas (expresséo da parquina e expressao de
ciclina D1, ciclina E1 e KI67) foi estimado o coeficiente de correlagdo de Pearson
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comparando-as com as variaveis de localizacéo celular da parquina (basal, apical, nuclear
e citoplasmatica). Para cada duas variaveis analisadas, foi testada a hipotese nula de que
nao existe associacao entre as variaveis (coeficiente de correlacéo igual a zero), versus a
hipdtese alternativa de que existe correlacao (coeficiente de correlacéao diferente de zero).
N&o foi encontrada correlacdo entre as variaveis de localizacdo e a % de células positivas
para ciclina D1, ciclina E1 e KI67. Houve correlagdo positiva entre as variaveis

localizacdes basal, apical e citoplasméatica e expressao da parquina (Tabela 12).

Tabela 12 — Associacao entre localizacédo e expressao da parquina nas diferentes regides

tumorais estudadas.

Variaveis n**  Coeficiente de correlacdo de Pearson Valor de p

Basalx S 40 0,32 0,044*

Basal x | 40 0,42 0,007*

Basalx P 40 0,35 0,025+

Basalx Sel 40 0,42 0,007+

Basalx . !€P casos completos 40 0,48 0,002*

Basalx >:1®P todos os casos 72 0,48 <0,001*
Apical X S 40 0,29 0,071

Apical x n 40 0,43 0,006*

Apical x P 40 0,42 0,008*

Apicalx Sel 40 0,41 0,008*

Apical x S, 1eP casos completos 40 0,50 0,001*

Apical x 18P todos os casos 72 0,45 <0,001*
Citoplasmatica x S 40 0,32 0,044*
Citoplasmatica x | 40 0,42 0,007*
Citoplasmatica x P 40 0,35 0,025*
Citoplasmaticax Sel 40 0,42 0,007*
Citoplasmatica x : 18P casos completos 40 0,48 0,002*

Citoplasmatica x S: 18P todos os casos 72 0,48 <0,001*

Legenda: n = nimero de casos; 'S =média de expressao da parquina na regiao superficial (S); 1 = média

de expressao da parquina na regido intermediaria (I); P = média de expressdo da parquina na regido
profunda (P); S el = média de expressdo da parquina entre as regides superficial (S) e intermediéria (1);

S.1eP casos completos = média de expressdo da parquina entre as regides S, | e P nos casos completos;

S.1eP todos os casos = média de expressdo da parquina entre as regides S, | e P em todos 0s casos;
basal = expresséo da parquina na regido basal da célula; apical = expresséo da parquina na regido apical
da célula; citoplasmética = expressdo da parquina na regido citoplasmatica da célula; *valores de p
significativos; **em algumas regifes temos menos casos em decorréncia do tamanho dos tumores.
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4.5 Analise das variaveis clinico-patolégicas em relagdo a sobrevida

Para a analise entre a sobrevida e as variaveis clinico-patoldgicas, os pacientes
foram divididos em dois grupos, utilizando como ponto de corte o tempo de 5 anos de
sobrevida. O primeiro grupo compreende 0s pacientes que morreram antes de 5 anos
decorridos do diagnostico, e o segundo grupo compreende 0S pacientes que tiveram
sobrevida de pelo menos 5 anos apds o diagnéstico. Nao foram incluidos nesta anélise os
11 casos que nao morreram e foram acompanhados por menos de 5 anos. Sendo assim,
foram considerados 20 pacientes que morreram antes de 5 anos e 42 pacientes que
sobreviveram pelo menos 5 anos. Para cada uma das varidveis quantitativas que
atenderam ou ndo a condicdo de normalidade, testou-se a hipétese nula de que a média
da varidvel é igual para pacientes que morrem antes de 5 anos e pacientes que
sobrevivem pelo menos 5 anos, versus a hipotese alternativa de médias diferentes. Para
cada uma das variaveis qualitativas, testou-se a hipétese nula de que a probabilidade de
sobreviver pelo menos 5 anos € igual para todas as classificacbes da variavel, versus a
hipotese alternativa de probabilidades diferentes.

N&o houve associacdo entre sobrevida e as variaveis: idade, idade (Bethesda),
sexo, LN, diferenciacdo I, diferenciacdo II, tipo histoldgico, estadiamento, invasao
angiolinfatica ou perineural, tamanho do tumor, estadiamento, localizagdo do tumor,
localizacdo celular das areas positivas para parquina, percentual de expressao de ciclina
D, ciclina E e KI67 e expressao de P53, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2.

Todavia, houve associacéo (p = 0,019) entre sobrevida e expressao da parquina ao
se analisar a média P, como pode ser observado na Tabela 13. Neste caso, 0s pacientes

gue apresentavam maior sobrevida eram aqueles com maior expresséo da parquina.

Tabela 13 — Associacao entre expressao da parquina e sobrevida com relacao a regido

profunda do tumor.

% de area positiva para parquina Sobrevida (anos) n** Média Mediana Minimo  Maximo Valc;)r de
— <5 12 12,2 9,7 3,2 45,9
P 0,019*
25 26| 204 24,0 2,9 44,6

Legenda: P = média de expressao da parquina na regido profunda (P); n = nUmero de casos; *valor de p
significativo, **ndo tivemos o nimero total de casos em decorréncia do tamanho dos tumores.

Também houve associacdo (p = 0,037) entre sobrevida e expressdo da parquina
ao se analisar a média P, considerando todos os casos independentemente do ponto de

corte para sobrevida de 5 anos. Neste caso, 0s pacientes que apresentavam maior
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sobrevida eram aqueles com maior expressédo da parquina. O valor estimado de hazard
ratio (HR) foi de 0,94 com intervalo de 95% de confianca dado por: 0,89 a 0,99. Isso
indica que a cada unidade a mais de expressdo da parquina na regido P ha uma
diminuicdo de 6% de HR de Obito. Ou ainda, valores menores da expressdo estao
associados a maior risco de Obito, o que equivale a dizer que valores maiores de
expressao estdo associados a menor risco de Obito (protecéo).

Posteriormente foi avaliada a associag¢do entre as variaveis clinico-patologicas e a
sobrevida utilizando todos os casos através do teste de Log-rang. Houve associacao (p =
0,025) entre sobrevida e a média P, considerando o ponto de corte igual a 10. Os
resultados indicam haver diferenca significativa entre os tempos de sobrevida para
pacientes com expressao da parquina <10 e com expressao > 10. O valor estimado de
HR foi de 4,98 com intervalo de 95% de confianca dado por: 1,48 a 16,68.

Na Figura 10, € apresentada a curva de sobrevida de acordo com a média P.

Figura 10 — Curva de sobrevida em relacdo a média de expressao da parquina na
regido profunda do tumor — ponto de corte 10.
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Legenda: A figura do losango representa os casos de pacientes que foram a 6bito e a cruz
representa os casos censurados, que sdo aqueles que permaneceram vivos, para estes o tempo de
seguimento correspondeu ao periodo entre o diagnéstico e a Ultima consulta registrada. A porgéo
vermelha representa os resultados para aqueles pacientes com expressao da parquina abaixo do
ponto de corte 10. A porcdo azul representa os resultados para aqueles pacientes com expressédo da
parquina acima do ponto de corte 10. Na linha vertical do gréfico estdo representados os casos
acumulados e na linha horizonral o tempo de sobrevida.
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Houve uma tendéncia a significancia (p = 0,052) ao se analisar a média S, | e P em
todos os casos, considerando o ponto de corte igual a 19. Os resultados indicam haver
uma tendéncia a diferenca significativa entre os tempos de sobrevida para pacientes com
area < 19 e pacientes com area > 19. O valor estimado de HR foi de 2,44 com intervalo de
95% de confianca dado por: 0,94 a 6,28.

Na Figura 11, é apresentada a curva de sobrevida de acordo com a expresséo da
parquina na média S, | e P em todos 0s casos.

Figura 11 — Curva de sobrevida em relacdo a média de expressao da parquina nas
regides superficial, intermediaria e profunda do tumor em todos o0s casos — ponto de
corte 19.
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Legenda: A figura do losango representa os casos de pacientes que foram a 6bito e a cruz representa os
casos censurados, que sdo aqueles que permaneceram vivos, para estes o tempo de seguimento
correspondeu ao periodo entre o diagnéstico e a Ultima consulta registrada. A por¢do vermelha representa
os resultados para aqueles pacientes com expressdo da parquina abaixo do ponto de corte 19. A por¢éo
azul representa os resultados para aqueles pacientes com expresséo da parquina acima do ponto de corte
19. Na linha vertical do grafico estéo representados os casos acumulados e na linha horizonral o tempo de
sobrevida.

Houve associacédo (p = 0,043) entre sobrevida e idade para o grupo = 45 anos
considerando o ponto de corte de expressdao da parquina na média P igual a 10. Os
resultados indicam haver diferenca significativa entre os tempos de sobrevida para

pacientes = 45 anos com expressao da parquina na regido P <10 e com expressao > 10,
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valores de média P > 10 estdo associados a menor risco de Obito como pode ser

observado na Figura 12.

Figura 12 — Curva de sobrevida em relagao a idade = 45 anos considerando a média

de expresséo da parquina na regido profunda do tumor — ponto de corte 10.
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Legenda: Curva de sobrevida para idade = 45 anos considerando o ponto de corte de expressao da
parguina na média P igual a 10. A figura do losango representa os casos de pacientes que foram a 6bhito e a
cruz representa 0s casos censurados, que sdo aqueles que permaneceram vivos, para estes o tempo de
seguimento correspondeu ao periodo entre o diagndstico e a Ultima consulta registrada. A porcao vermelha
representa os resultados para aqueles pacientes com expressao da parquina acima do ponto de corte 10. A
porcdo azul representa os resultados para aqueles pacientes com expressdo da parquina abaixo do ponto
de corte 10. Na linha vertical do grafico estdo representados os casos acumulados e na linha horizonral o
tempo de sobrevida.

Foi encontrada associacdo (p = 0,004) entre sobrevida e carater da cirurgia. Os
resultados indicam haver diferenga significativa entre os tempos de sobrevida para
pacientes submetidos a cirurgia eletiva e a cirurgia de emergéncia. A realizacdo de
cirurgia emergencial est4 associada a maior risco de 6bito como pode ser observado na

Figura 13.
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Figura 13 — Curva de sobrevida em relacdo ao carater da cirurgia.
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Legenda: Curva de sobrevida para carater da cirurgia (emergencial ou de emergéncia). A figura do losango
representa os casos de pacientes que foram a Obito e a cruz representa os casos censurados, que Sao
agueles que permaneceram vivos, para estes o tempo de seguimento correspondeu ao periodo entre o
diagnéstico e a dltima consulta registrada. A porcdo vermelha representa os resultados para aqueles
pacientes submetidos a cirurgia emergencial. A por¢do azul representa os resultados para aqueles
pacientes submetidos a cirurgia eletiva. Na linha vertical do grafico estdo representados 0s casos
acumulados e na linha horizonral o tempo de sobrevida.

4.6 Comparacao entre as amostras com adenocarcinoma colorretal e as com
mucosa colorretal ndo-neoplasica

Cada uma das variaveis referentes a parquina (localizacao celular e expressao nas
diferentes regibes do tumor) foi testada com relacdo as amostras de adenocarcinoma
colorretal e de mucosa colorretal ndo-neoplasica retirada de pacientes sem
adenocarcinoma colorretal. Para cada uma das variaveis, foi testada a hipétese nula de
gue a média € igual nos dois grupos, versus a hip6tese alternativa de médias diferentes.
Foi encontrada correlacdo para expressao da parquina (p = 0,001), com uma maior
expressdo nos individuos com mucosa nao-neoplasica. Quando os dois grupos foram
comparados segundo a localizacdo da parquina foi possivel observar que nos individuos
com adenocarcinoma colorretal ha uma maior expressao da parquina no citoplasma como
um todo (p = 0,004), bem como em suas por¢des apical (p <0,001) e basal (p = 0,004). Ja
nos individuos com mucosa nao-neoplasica ha uma maior expressdao da parquina na

porcéo nuclear (p = 0,030) (Tabela 14).
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Tabela 14 — Associacao entre amostras com adenocarcinoma colorretal e com mucosa

colorretal ndo-neoplasica de pacientes sem adenocarcinoma colorretal.

Variaveis nx* Média Mediana Minimo Maximo VaIcE)r de
| Mucosa néo-neoplasica Il | 9 67,8 70,0 50,0 80,0 0.004*
Basal '
Adenocarcinoma 72 79,6 83,3 43,3 90,0
| Mucosa ndo-neoplasica ll| 7 9,3 10,0 5,0 10,0 <0.001*
Apica '
Adenocarcinoma 72 61,2 65,8 20,0 90,0
Mucosa néo-neoplasica Il | 9 41,1 40,0 10,0 70,0 0.030*
Nuclear '
Adenocarcinoma 72 28,2 25,0 10,0 70,0
Mucosa néo-neoplasica Il | 9 67,8 70,0 50,0 80,0 0.004*
Citoplasmatico '
Adenocarcinoma 72 79,6 83,3 43,3 90,0
< Mucosa néo-neoplasica Il | 10 40,2 38,3 15,7 66,1 0,001*
Adenocarcinoma 40 17,9 16,5 3,5 36,7

Legenda: n = nimero de casos; 'S = média de expressdo da parquina na regido superficial (S); basal =

expressdo da parquina na regido basal da célula; apical = expresséo da parquina na regido apical da célula;
nuclear = expressao da parquina na regido nuclear da célula; *valores de p significativos; **em algumas
regides temos menos casos em decorréncia do tamanho dos tumores.

Foi realizada uma andlise pareada onde se comparou cada uma das variaveis
referentes a parquina (localizagédo celular e expressao nas diferentes regiées do tumor)
com as amostras de adenocarcinoma colorretal e de mucosa nao-neoplasica retiradas
dos mesmos individuos. Para cada uma das variaveis, foi testada a hipétese nula de que
a média entre os dois grupos é igual, versus a hipdtese alternativa de que as médias séo
diferentes. Resultados significativos foram encontrados, ao se comparar a média S nos
dois grupos (p <0,001), onde foi encontrada uma maior expressdo da parquina nas
amostras de mucosa nao-neoplasica. Houve associacdo entre os dois grupos e
localizacdo da parquina na por¢éo basal (p = 0,004) e apical do citoplasma (p <0,001),
bem como no citoplasma como um todo (p = 0,004). Em amostras dos tecidos de
adenocarcinoma colorretal houve uma maior expressao da parquina nas porc¢des apical e
basal do citoplasma, bem como no citoplasma como um todo. JA4 nas amostras de
mucosa nao-neoplasica houve uma maior expressdo da parquina na por¢cao nuclear
(Tabela 15).
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Tabela 15 — Associacao entre amostras com adenocarcinoma colorretal e com mucosa

colorretal ndo-neoplésica retirada do mesmo paciente.

Variaveis nx* Média Mediana  Minimo Maéaximo Valtz)r de
< Mucosa ndo-neoplasica | | 54 215 21,7 6,4 38,2 <0,001*
Adenocarcinoma 54 14,4 12,6 2,4 43,5
Basal Mucosa ndo-neoplasical | 54 73,3 80,0 60,0 80,0 0.,004*
Adenocarcinoma 54 79,5 84,2 43,3 90,0
Apical Mucosa ndo-neoplasica | | 54 18,6 20,0 5,0 70,0 <0,001*
Adenocarcinoma 54 60,9 64,2 20,0 86,7
Mucosa ndo-neoplasica |l | 54 30,0 30,0 10,0 70,0
Nuclear 0,278
Adenocarcinoma 54 26,0 21,7 10,0 70,0
) ) Mucosa ndo-neoplasica | | 54 73,3 80,0 60,0 80,0 0.004*
Citoplasmética )
Adenocarcinoma 54 79,5 84,2 43,3 90,0

Legenda: n = niUmero de casos; 'S = média de expressdo da parquina na regido superficial (S); basal =

expressédo da parquina na regido basal da célula; apical = expressao da parquina na regido apical da célula;
nuclear = expressdo da parquina na regido nuclear da célula; citoplasmatica = expressado da parquina na
regido citoplasmatica da célula; *valores de p significativos; **em algumas regides temos menos casos em
decorréncia do tamanho dos tumores.

4.7 Andlise multivariada entre expressdo da parquina e as variaveis clinico-
patologicas

A fim de investigar a independéncia da parquina na influéncia da sobrevida com
relagdo as variaveis clinico-patolégicas foi realizada a analise multivariada por meio do
modelo de regressdo de Cox. Para esta analise foi utilizada somente a variavel de
expressdo da parquina média P (sendo essa a que apresentou resultados mais
significativos nas analises anteriores).

N&ao houve associacdo entre a média P e carater da cirurgia e idade analisando os
resultados de expressao da parquina como um todo. Nao foi possivel realizar essa analise
para as variaveis grau de diferenciacéo | e Il em decoréncia do pequeno nimero de casos
em algumas das classifica¢des. Ao utilizar o ponto de corte 10 foi encontrado um valor de
p = 0,037 no grupo idade = 45 anos, com um HR de 4,63 (1,10 — 19,5). Dada a auséncia
da condicdo de proporcionalidade dos riscos para a variavel idade (Bethesda), nédo foi
possivel 0 ajuste de um modelo de regressdo de Cox com as duas variaveis (idade e
meédia P). Sendo assim, foram ajustados modelos para a média P, dentro de cada faixa
etaria. Em funcdo do pequeno nimero de casos com MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e P53
negativos, nao foi possivel o ajuste do modelo para essas variaveis. Houve associacao
entre média P e as variaveis: sexo, LN, lado, tipo histolégico, estadiamento, tamanho do

tumor, APC P e expressao da parquina na mucosa nao-neoplasica retirada dos pacientes
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com adenocarcinoma (Tabela 16). E foi observada uma tendéncia a significancia ao
analizar a média P com relacéo a variavel localizagédo. Os resultados indicam que média P
€ uma variavel independente, logo, indenpendente de qualquer uma dessas variaveis ha
associacao significativa da expressao da parquina na regido P com a sobrevida. Como
apresentado na Tabela 16 observa-se que a cada unidade a mais de expressdo da
parquina na area profunda, ha um decrécimo de 5 ou 6% (de acordo com a variavel) na
HR de &bito, observando as variaveis: sexo, localizacdo, LN, invasdo, lado, tipo
histoldgico, estadiamento, tamanho do tumor e expressdo da APC. Ao analisar a média
de expressdo da parquina nas mucosas nao-neoplasicas retiradas dos pacientes com
adenocarcinoma colorretal observou-se respectivamente que a cada unidade a mais de

parquina houve um decrécimo de 8 e 9% na HR de 6bito.

Tabela 16 — Modelo de regressdo de Cox para média de expressdo da parquina na regiao

profunda do tumor e as variaveis clinico-patoldgicas.

Variaveis Valor de p HR IC 95%
P 0,032* 0,94 0,89 -0,99
Sexo 0,601 0,75 0,26 - 2,20
P 0,051 0,95 0,9-1,00
Localizacdo 0,681 0,78 0,24 - 2,56
P 0,029+ 0,94 0,89 - 0,99
LN 0,387 1,60 0,55 -4,68

P 0,062 0,95 09-1
Invasédo 0,307 1,96 0,54-7,14
P 0,037* 0,94 0,89 -0,99
Lado 0,927 0,95 0,30 - 3,01
P 0,035* 0,94 0,89 -0,99
Tipo histoldgico 0,798 1,22 0,27 - 5,53
P 0,024* 0,94 0,89-0,99
Estadiamento 0,301 1,88 0,57 -6,18
P 0,036* 0,94 0,89 -0,99
Tamanho do tumor 0,868 0,90 0,28 - 2,96
P 0,046* 0,95 0,90 - 0,99
APC P 0,660 0,99 0,96 - 1,03
P 0,019* 0,92 0,85-0,99
parguina mucosa nédo-neoplasica 0,409 1,04 0,94 -1,15

Legenda: HR = hazard ratio; IC = intervalo de confianca; P = média de expresséo da parquina na regido
profunda (P); APC P = média de expressdo da APC na regido profunda (P); *valores de p significativos;

parquina mucosa nado-neoplasica = média de expressdo da parquina nas mucosas ndo-neoplasicas
retiradas dos pacientes com adenocarcinoma colorretal.
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5. DISCUSSAO

O céancer, atualmente no Brasil e no mundo, pode ser considerado um problema de
saude publica, uma vez que a cada ano seus indices de incidéncia aumentam e com
esses também aumentam os custos dos cuidados de saude. De acordo com a OMS
esses indices tendem a crescer cada vez mais, sendo estimado que em 2030 o numero
de novos casos chegue a 21,4 milhdes, com 13,2 milhées de mortes (wHo, 2015). O cancer
colorretal acompanha o aumento desses indices, ocupando o terceiro lugar dentre os
mais comuns, sendo mais frequente entre as mulheres (IARC, 2014; INCA, 2016). ESse cenario
sofre influéncia do crescimento e envelhecimento da populacdo, da alimentagdo pouco
saudavel (rica em alimentos processados, carnes vermelhas e acucar refinado), do uso de
drogas licitas, da obesidade, e de fatores genéticos (wHo, 2015). Visando controlar, tratar e
detectar de forma mais precoce o aparecimento desta doenca, varias areas da ciéncia
tém envidado esforcos para esclarecer a sua biologia, bem como os fatores que
contribuem para o seu desenvolvimento, incluindo os fatores genéticos. Assim o
desenvolvimento deste estudo encontra justificativa neste contexto.

O cancer colorretal apresenta uma historia natural ja bem conhecida e estudada
(WELIN et al., 1963; MUTO et al., 1975), ha qual uma lesé&o inicial podera passar por alteracdes
adicionais que poderdo trasforma-la numa neoplasia maligna (WIJKERSLOOTH et al., 2011).
Essa transformacédo pode levar cerca de 8 a 10 anos, porém a deteccao desse processo
em um estadio inicial pode prevenir ou tratar de forma mais efetiva o0 seu
desenvolvimento, sendo esse o principal alvo para o controle da doenca, objetivando o
aumento da sobrevida com qualidade.

Algumas vias, genes e proteinas vém sendo descritas no processo de inicio e
progressdo do cancer colorretal, porém poucos avancos ocorreram na descricdo de
alterac6es moleculares envolvidas nos estadios mais invasivos destas lesdes (MANNE et al.,
2010), € de eventuais fatores que possam controlar esses estadios. A proteina parquina ja
foi relacionada a diversas doencas e processos celulares (MIRA et al., 2004; WONGSEREE et al.,
2009; BURNS et al., 2009; WITTE et al., 2009; GLESSNER et al., 2009) dentre esses 0 Cancer (CESARI et al.,
2003; VEERIAH et al., 2010), onde a sua funcdo até o momento nao foi elucidada. Com o

desenvolvimento de alguns estudos (CESARI et al., 2003; PICCHIO et al., 2004; WANG et al., 2004; WEST
e MAIDMENT, 2004; POULOGIANNIS et al., 2010; TAY et al., 2010; VEERIAH et al., 2010; BOUMAN et al., 2011;
ZHANG et al., 2011; YEO et al, 2012) foi possivel propor a existéncia da relacdo entre essa
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proteina e diversos tipos de cancer, dentre esses 0 colorretal (IKEUCHI et al., 2009;
POULOGIANNIS et al., 2010).

Para colaborar com esses estudos amostras de pacientes com diagndstico de
adenocarcinoma colorretal e de pacientes sem adenocarcinoma, provenientes do HC-
UFPR, foram selecionadas. Os adenocarcinomas tém origem em células epiteliais da
mucosa colorretal, sédo caracterizados pela formacdo glandular e representam 95% dos
casos de carcinoma colorretal (HAMILTON, 2010; OMS, 2016). AS amostras estudadas foram
submetidas a técnicas largamente aceitas para o estudo de proteinas em cancer. A
construcéo de blocos de parafina contendo varios fragmentos das amostras foi realizada
por meio da técnica TMA, descrita por Kononen e col. em 1998. Esta técnica permite a
analise de tecidos de forma rapida e eficiente (Hoos et al, 2001), possibilitando a
uniformizacdo das reacdes e a economia de reagentes imunoistoquimicos. Assim, é
utilizada em varios estudos para a pesquisa de fatores progndsticos e de progressao
tumoral (HOOS et al., 2001; BUBENDORF et al, 2001; ANDRADE et al, 2007). A aplicacdo da
imunoistoquimica ao TMA apresenta resultados comparaveis as técnicas convencionais ja
validadas em diversos estudoS (TORHORST et al., 2001; VAN DEN EYNDEN et al., 2004). A
imunoistoquimica € uma técnica que consiste na utilizacdo de anticorpos como reagentes
especificos para a deteccdo de antigenos de interesse, nesse caso as proteinas
presentes nos tecidos (POLAK e VAN NOORDEN, 1997). E uma técnica amplamente utilizada
para avaliar a expressao de proteinas, tendo facil aplicabilidade e baixo custo (POLAK e VAN
NOORDEN, 1997; BOENISCH, 2001). A morfometria é a descricdo quantitativa dos achados
geomeétricos de estruturas de qualquer dimensao (MEIJER et al., 1997; BUHMEIDA, 2006). Permite
a analise das diversas tonalidades de coloracdes, por meio da selecédo de pixels de cor
especificos e automaticamente pixels semelhantes também séo selecionados. Garantindo
eficiéncia e preciséo, eliminando a subjetividade e permitindo uma maior reprodutibilidade
interobservador (ANDREA et al., 2008). Esse método ja foi utilizado em outros estudos para
andlise de tecidos tumorais, como em Farber e col. 2011, onde foram analisadas
amostras de cancer colorretal para expressdes da proteina KRAS. Neste estudo, para a
obtencdo do percentual de area tumoral os resultados foram submetidos a célculos
semelhantes aos N0SSOS (FARBER et al., 2011).

Essas técnicas foram utilizadas para a pesquisa da parquina e de outras proteinas
elencadas, que compde o painel de fatores moleculares envolvidos no cancer colorretal e
em outros processos proliferativos. Foi idealizado um modelo comparativo para propor ou

confirmar o mecanismo de acdo da parquina no desenvolvimento do adenocarcinoma
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colorretal. Os dados clinico-patolégicos considerados mais relevantes também foram
submetidos a andlise. Os resultados de todas as andlises imunoistoquimicas foram
comparados com esses dados.

Para a analise da expressdo da parquina foram utilizadas amostras referentes as
trés regides tumorais (S, | e P). As amostras da regido S estavam presentes na grande
maioria dos casos, podendo ser retiradas tanto de tumores com menores como daqueles
com maiores espessuras. Ja, amostras das outras duas regides s6 estavam presentes
Nnos casos em que O tumor ja apresentava espessuras maiores e conseguentemente
poderia ter invadido outras camadas epiteliais. A falta de amostra de uma das regides
pode ter ocorrido pelo fato do tumor apresentar uma menor espessura, ou em decorréncia
da perda de amostras durante o processo de preparo das técnicas.

Visando caracterizar a amostra foram testadas as expressfes das proteinas MLH1,
MSH2, MSH6 e PMS2, referentes aos genes de reparo. Como ja comentado
anteriormente a via de instabilidade de microssatélites afeta principalmente os casos de
adenocarcinoma colorretal hereditario. Nesses € observada perda de funcdo dos genes
de reparo do DNA. Esta perda de funcdo pode ocorrer raramente nos casos esporadicos
nos quais se deve principalmente a hipermetilacdo do promotor do gene MLH1 levando a
inibicdo epigenética da expressdo da proteina (CUNNINGHAM et al., 1998). Por outro lado, nos
casos hereditarios essa perda de funcdo é resultado, em sua grande maioria, de
mutacdes na linhagem germinativa dos genes de reparo. Uma analise indireta da
presenca de instabilidade de microssatélites pode ser feita por meio da técnica de
imunoistoquimica, avaliando a expressao das proteinas de reparo no tecido tumoral. Em
células normais elas estao presentes, mas em células tumorais estdo ausentes nos casos
em gue o desenvolvimento do tumor se deve a alteracbes nos genes de reparam que
resultam em instabilidade de microssatélites (DENG et al., 2004). As proteinas MLH1 e MSH2
formam heterodimeros com PMS2 e MSH6 respectivamente. A expressado dessas Ultimas
depende da ligacdo com seus pares, desta forma a perda de expresséao da proteina MLH1
pode ser detectada também através da perda de expressdo da proteina PMS2 e 0 mesmo
ocorre entre MSH2 e MSH6 (DENG et al., 2004). Porém quando ocorre a perda de expressao
de PMS2 e MSH6, essas podem ser detectadas de maneira isolada, pois sendo MLH1 e
MSH2 independentes estardo presentes em seus indices normais (BOLAND et al., 2008).
Todos os casos estavam de acordo com o que prevé a literatura, de forma que, quando o
caso foi classificado como negativo para MLH1 ou MSH2 também foi encontrada

negatividade em seus pares, confirmando o primeiro resultado. E foram também
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encontrados resultados negativos apenas para as proteinas PMS2 e MSH6, como se é
descrito.

Também foi analisada a expressao da proteina P53, estudos propde a expressado
dessa proteina como um marcador adicional de instabilidade de microssatélites (LENGAUER
et al, 1997; LESLIE et al, 2003). Em 2011 Nyiraneza e col. detectaram uma relagcdo
estatisticamente significativa entre essas duas varidveis através da técnica de
imunoistoquimica. E confirmaram a hipétese de que essa analise pode contribuir na
categorizacdo do adenocarcinoma colorretal em 2 grupos: o primeiro com expressao
negativa ou a sub-expressdo da P53, associado com adenocarcinomas esporadicos, e 0
segundo com superexpressdo da proteina, comparada a expressdo no tipo selvagem,
associada a instabilidade de microssatélites. Os resuldos de Nyiraneza e col. ndo deixam
clara a influéncia da P53 no sistema de reparo, demonstrando que a principio sé podem
contribuir como um sinal para os patologistas suspeitarem da existéncia de um tumor
originario da instabilidade de microssatélite, como os casos hereditarios (NYIRANEZA et al.,
2011). E proposto que a proteina P53 influencia na via da APC, e que consequentemente
alteracdes nessa proteina poderiam desregular essa via. Por outro lado, ao ndo se
encontrarem alteracbes em P53 seria provavel que outra via estivesse envolvida no
desenvolvimento do cancer, podendo ser talvez a via de instabilidade de microssatélites.
A proteina P53 tipo selvagem tem um tempo de meia vida curto, aproximadamente 20
minutos, o que dificulta a sua deteccdo pelos métodos de imunoistoquimica. A proteina
mutante ndo é reconhecida pela enzima que a metaboliza, resultando em uma meia vida
de aproximadamente 24 horas, o que a torna detectavel na imunoistoquimica (GBM,
2016). O anticorpo que utilizamos nesse trabalho reconhece uma porgéo conservada que
existe tanto na proteina tipo selvagem como na mutante. Desta forma quando a marcacao
foi classificada como positiva evidenciava a presenca de uma proteina P53 alterada, ja
guando classificada como negativa evidenciava a presenca da P53 tipo selvagem. Assim
a ocorréncia de casos negativos para pelo menos um dos quatro marcadores dos genes
de reparo juntamente com classificacdo negativa para P53 poderia sugerir a ocorréncia de
instabilidade de microssatélite. A nossa amostra apresentava a maioria dos indivadios
(70) com expressao positiva para P53.

BN

Com relacdo a variavel idade, os pacientes foram divididos em dois grupos,
conforme a classificagdo do sistema Bethesda, essa divisdo € estabelecida de acordo
com descricbes de que, pacientes com céancer colorretal hereditario, como HNPCC e

sindrome de Lynch geralmente apresentam o aparecimento da doenca antes dos 45 anos
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de idade (LYNCH e CHAPELLE, 2003; UMAR et al., 2004; SEHGAL et al., 2014). LOgO, Se 0 paciente &
enquadrado no primeiro grupo < 45 anos é mais provavel que o seu cancer seja de
origem hereditaria. E estando no grupo > 45 anos ha uma maior probabilidade de origem
esporadica. Tendo em vista que a nossa amostra apresenta a grande maioria dos
individuos com diagndstico acima de 45 anos, e que nas analises de expressao das
proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e P53 foi observado um maior numero de casos
positivos é possivel propor que a hossa populagéo seja esporadica.

Com relacéo a variavel sexo, a nossa populacdo apresentava-se equilibrada, sendo
composta por 34 pacientes do sexo masculino e 39 do sexo feminino. Na analise entre as
varidveis sexo e expressao da parquina houve uma quantidade significativamente maior
da parquina no sexo masculino ao se analisar a média P (p = 0,019), a média S, | e P nos
casos completos (p = 0,013) e a média S, | e P em todos os casos (p = 0,049). Até o
momento nenhum outro estudo relatou resultados semelhantes a esses que fizessem
mencgdo a uma diferenca na expressdo da parquina entre os sexos. Esse resultado
poderia ser explorado através da analise de uma populacdo com um maior nimero de
casos para confirmar a diferenca de expressao aqui encontrada. De uma maneira geral €
observado que o diagnéstico nos homens € mais tardio, pelo fato destes demorarem a
procurar o atendimento meédico, assim quando diagnosticados o tumor ja se encontra em
estadios mais avancados. Toda via nossos resultados demonstraram que na nossa
amostra os individuos do sexo masculino apresentavam tumores em varios estadios, nao
havendo, por exemplo, mais casos de tumores em estadios avanc¢ados.

O comprometimento de LN, a ocorréncia de invasdo angiolinfatica e perineural, a
localizacdo, grau de diferenciagdo, tipo histolégico, estadiamento e tamanho do tumor
fornecem informacdes importantes quando ao prognoéstico do paciente. LN positivos
podem indicar um pior prognéstico, e essa piora pode aumentar a medida que o numero
de LN envolvidos aumenta (MORRIS et al., 2007). Demonstrando que o paciente se encontra
em um estadio mais avancado da doenca, sendo associado com o0 aumento das taxas de
recorréncia locorregional, bem como pior sobrevida em 5 an0os (MERKEL et al., 2001; CRONER et
al., 2009; KENNEDY et al., 2011). Apenas 40% dos pacientes com LN positivos atingem essa
sobrevida, enquanto que 68% dos pacientes que apresentam LN negativos alcancam a
sobrevida de 5 anos (BAXTER et al, 2005). Aqui, tinhamos uma maior quantidade de
individuos com LN negativos. Foi encontrada uma tendéncia a significancia ao analisar a
expressdo da parquina e o comprometimento de LN, o que talvez pudesse ser

corroborado em uma populagcdo maior. Foi observada uma maior expressdo desta
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proteina ao se analisar a média S, | e P nos casos completos, onde se encontrou quase 0
dobro de expressdo em tumores que apresentavam LN positivos. Ndo ha na literatura
descricdbes que correlacionem parquina com LN. No entanto, como j& citado
anteriormente, o comprometimento de LN, esta associado com um pior prognéstico

(MORRIS et al., 2007), indicando que a doenca se encontra em um estadio mais avancado
(MERKEL et al., 2001; CRONER et al., 2009; KENNEDY et al., 2011).
Assim como os LN, a ocorréncia de invasdo angiolinfatica e perineural € conhecida

como forte marcador progndstico independente do estadio (CHEDOTAL et al., 2005; BEARD et al.,
2004; MENDENHALL et al., 2007), indicando um fendtipo tumoral mais agressivo e pior
prognostico (OKADA et al., 2004; LIEBIG et al., 2009). Sendo observado um risco aumentado de
metastase para outros Orgaos (HARRIS et al., 2008). Pacientes com invasdao tém uma
sobrevida de 5 anos poés diagndstico significativamente menor (LOPES et al., 2012). Na nossa
amostra tinhamos uma maior quantidade de pacientes com a presenca de invasao
angiolinfatica e perineural, porém ndo encontramos resulta significativos ao analisar essa
variavel com relacdo a expressao da parquina.

Com relagéo a localizagdo do tumor, nos anos 80, se comecou a observar uma
tendéncia ao aumento do percentual de cancer do lado direito do célon (JASS, 1991; LEVI et al.,
1993; OBRAND e GORDON, 1998), 0 que segundo algumas hipdteses poderia ser devido a
apresentacao clinica, epidemiologia genética e ambiental ou distribuicdo por sexo (DISTLER
e HOLT, 1997; IACOPETTA, 2002). Foi descrito que o cancer encontrado do lado direito é mais
propenso a ser diploide, do tipo mucinoso, ter alta instabilidade de microssatélites e
metilacdo em ilhas CpG. Enquanto os localizados do lado esquerdo sdo muitas vezes
lesdes infiltrativas, com sintomas obstrutivos, apresentam instabilidade cromossdmica, e
mais frequentemente aneuploidia (BUFILL, 1990; LANZA et al., 1994; IACOPETTA, 2002). Em 2008
Meguid e col. através de seus estudos propuseram que os canceres do lado direito teriam
um pior prognostico (MEGUID et al., 2008). Em 2011 Weiss e col. realizaram estudos para
confirmar essa hipo6tese e viram que na analise incluindo multiplas variaveis ndo houve
diferenca na sobrevida de 5 anos entre as localizacbes do tumor. Mas ao analisar a
doenca em seus estadios houve uma maior sobrevida nos canceres do lado direito no
estadio Il, e uma menor sobrevida nos canceres deste mesmo lado no estadio Ill (WEISS et
al., 2011). Na nossa populac¢ado tinhamos uma maior quantidade de pacientes com tumores
localizados no lado esquerdo, no entanto ndo encontramos resulta significativos ao

analisar essa variavel com relagéo a expresséo da parquina.
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O grau de diferenciacdo tem sido dividido por muitos estudos em dois grupos com
relagdo as caracteristicas clinicas do tumor, aqui classificado como diferenciagdo Il, o
primeiro grupo combina os tumores bem e moderadamente diferenciados, e esses sao
classificados como de baixo grau (composto por cerca de 50% de tecido glandular). O
segundo grupo € formado pelos tumores pouco diferenciados, classificados como de alto
grau (com menos de 50% de tecido de formacéo glandular). A formacédo desses dois
grupos melhorou muito a significancia progndstica desta classificagdo (COMPTON, 1999;
COMPTON et al., 2000). Sendo os tumores de alto grau ou pouco diferenciados mais
associados com um pior prognostico para 0 paciente (BLENKINSOPP et al., 1981; JASS, 1986;
COMPTON, 1999). Com relagdo as caracteristicas histoldégicas o tumor pode ser classificado
em pouco/moderadamente e bem diferenciado, aqui chamado de diferenciacao | (BONHIN et
al, 2014). E de acordo com esssa classificagdo os tumores pouco/moderadamente
diferenciados sdo mais agressivos, sendo associados a um pior prognostico (BLENKINSOPP
et al., 1981; JASS, 1986; COMPTON, 1999). Nesse grupo, onde tinhamos um maior nimero de
casos, foi encontrada uma maior expressao da parquina, ao se analisar a médiaSe l (p =
0,024) e uma tendéncia a significancia ao analisar a média S, | e P em todos os casos.

De acordo com a OMS, tumor mucinoso, um subconjunto de subtipos histolégicos
(CATALANO et al., 2012), € um adenocarcinoma em que uma quantidade substancial de mucina
€ retida no interior do tumor, ocupando mais de 50% dele (BOSMAN et al., 2010). Este tipo
histolégico corresponde a cerca de 25% dos adenocarcinomas colorretais (CHEW et al., 2010).
E proposto que o seu comportamento oncoldgico difere do subconjunto ndo mucinoso. No
inicio das pesquisas nesse campo havia controvérsias quanto a essa diferenca (KANG et al.,
2005; VERHULST et al., 2012), pois esse tipo histologico é relativamente raro em vista dos
outros, dificultando o desenvolvimento de grandes estudos (SHIN et al., 2011; CATALANO et al.,
2012; MEKENKAMP et al., 2012; PARK et al., 2015). Porém, dados mais recentes e meta-analises
propfe que o tipo mucinoso pode estar associado a um pior progndstico, sendo que 0s
pacientes apresentam a doenca de forma mais agressiva, em estadios mais avancados,

alta taxa de recorréncia local e a distancia e consequentemente menor sobrevida (SONG et
al., 2009; CHEW et al., 2010; CHEN et al., 2010; HYNGSTROM et al., 2012; CHEN et al., 2012; VERHULST et al.,

7

2012; NITSCHE et al, 2013; WANG et al, 2015). Este tipo de tumor é encontrado mais
frequentemente em pacientes jovens e do sexo feminino (KANEMITSU et al., 2003) esta
localizado principalmente no célon proximal, ao lado direito (WANG et al., 2015) € apresenta
padrdes moleculares distintos, tais como instabilidade de microssatélite e mutacdes de

ativacdo do gene BRAF (CHEW et al., 2010; GOPALAN et al., 2011; KELEMEN et al., 2011; VERHULST et al.,
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2012). Aqui tinhamos um maior nimero de pacientes com tumores do tipo hdo mucinoso, e
ao comparar essa variavel com a expressdo da parquina foi observado que a parquina
estava mais expressa nos tumores mucinosos ao se analisar a média S e | (p = 0,046), e
amédia S, | e P em todos os casos (p = 0,028).

O estadiamento é dito o preditor mais importante do prognostico clinico,
englobando varias caracteristicas do tumor, identificando ndo somente a extenséo loco-
regional da lesdo priméria, mas também sua extensdo a distancia. Este foi padronizado
pela AJCC através da classificacdo TNM. A utilizacdo de amostras de resseccéo cirurgica
para o exame histolégico tem uma funcdo insubstituivel em determinar o grau de
infiltrac&o tumoral nas camadas epiteliais (T), o0 comprometimento de linfonodos (N) e a
ocorréncia de metastase a distancia (M) (FLEMING et al., 2012). E possivel considerar que o
tumor esteja em um grau mais avancado conforme esses critérios de classificacdo se
tornam mais altos, estadios O, | e Il correspondem aos estadios mais precoces da doenca,
o estadio Il refere-se a doenca de alto risco (que pode recidivar com maior freqiéncia) e
o estadio IV corresponde a doenca metastatica. A determinacdo do estadio no qual a
doenca se encontra colabora para o estabelecimento da melhor terapia a ser utilizada
para o tratamento. No estadio | a Unica terapia indicada € a cirurgia, nos casos mais
avancados, a partir do estadio Il, o paciente devera ser submetido a quimioterapia/ou
radioterapia adjuvante (AHNEN e MACRAE, 2009). A0 analisar esta variavel podemos observar
gue a pargquina acompanha os estadios do tumor, nos estadios mais avancados (lIl + V),
0S quais eram compostos pelo maior nimero de casos e associados a um pior
prognastico (AHNEN e MACRAE, 2009), ha uma maior expressao da parquina em comparacao
aos mais precoces, considerando a média S, | e P nos casos completos (p = 0,037) e a
média S, | e P em todos os casos (p = 0,041).

Desta forma podemos perceber que nessas quatro variaveis a parquina estava
mais expressa nos tumores que poderiam estar ligados a um pior prognostico. Nao ha
relatos na literatura que descrevam essa correlacdo, e sendo o PARK2 anteriormente
proposto como um gene de supresséo tumoral (TAY et al., 2010), 0 esperado seria que a sua
expressdo estivesse diminuida nos casos de pior prognéstico colaborando para a
progresséo do tumor. Porém, ao encontrarmos o oposto do esperado e levando em conta
gue ndo ha nenhum relato na literatura de que niveis mais altos da parquina sejam
indicadores de mal prognéstico. Podemos propor que esses niveis elevados estejam
envolvidos em mecanismos de controle da progressdo tumoral, por meio da sua influéncia

em alguma via, ou proteina ja descrita anteriormente (STAROPOLI et al., 2003; CESAR!I et al., 2003;
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IKEUCHI et al., 2009; VEERIAH et al., 2010; POULOGIANNIS et al., 2010; YEO et al., 2012; GONG et al., 2014). NO
entanto, os niveis da parquina nos tumores mais avancados sdo elevados quando
comparados aos niveis desta proteina em tumores que se encontram em estadios iniciais.
Porém esses niveis sdo baixos quando comparados aos tecidos ndo-neoplasicos. Desta
forma os niveis da parquina poderiam ser mais elevados conforme os tumores progridem.
Por outro lado, h4 uma limitacdo na técnica de imunoistoquimica utilizada nesse estudo
para a pesquisa desta proteina, pois o anticorpo detecta a expressao proteica de uma
maneira geral, independente de alteracdes moleculares. Assim, outra possibilidade seria
gue, embora sejam detectados niveis mais altos da parquina nos casos com pior
prognadstico talvez a sua funcionalidade esteja prejudicada por alteracdes estruturais na
sua molécula. Estudos adicionais, que permitam a deteccdo de alteracdes de nivel
molecular poderiam contribuir para uma melhor compreensao desses resultados.

A curva ROC foi elaborada para avaliar o poder preditivo da parquina em
discriminar pacientes com adenocarcinoma colorretal pouco/moderadamente diferenciado
e bem diferenciado. Foi avaliada apenas a variavel grau de diferenciacao Il, sendo esta a
gue apresentou resultados significativos na comparacado entre expressao da parquina e
variaveis clinico-patoldgicas. Na analise entre os grupos s6 foi encontrada correlacéo ao
avaliar a média S e | (p = 0,015), talvez se aumentadssemos 0 humero de casos nos outros
grupos também pudéssemos encontrar correlacdo. A curva ROC revelou um alto poder
preditivo para a parquina, com uma area abaixo da curva proxima de 1 (0,807). 11% foi
selecionado como o melhor ponto de corte, de acordo com valores maximos de
sensibilidade e especificidade. Assim pacientes com niveis de parquina mais altos (>11%)
foram associados ao tumor pouco/moderadamente diferenciado. E aqueles com parquina
mais baixa (£11%), foram associados ao tumor bem diferenciado. Isso indica que a
parquina pode ser um bom marcador para discriminar grau de diferenciacdo do tumor,
levando em conta suas caracteristicas histopatolégicas, o que pode contribuir no
diagnéstico e na escolha de um tratamento mais adequado.

As taxas de sobrevida expressam quantas pessoas estdo vivas em um
determinado periodo de tempo depois de terem sido diagnosticadas (Acs, 2016). O ponto de
corte considerado para a analise da sobrevivéncia dos pacientes com adenocarcinoma
colorretal € 5 anos, pois a grande maioria dos pacientes, cerca de dois ter¢os sobrevivem
por pelo menos 5 anos apds o diagndstico (EL-SHAMI et al., 2015). Sendo assim a nossa
populacao foi inicialmente dividida em dois grupos, os pacientes que tiveram sobrevida de

pelo menos 5 anos, e 0s que morreram antes dos 5 anos. Houve associacdo entre a
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média P e a sobrevida (p = 0,019), esse resultado indica que a parquina pode ter um valor
preditivo de progndstico em pacientes que se encontram em estadios mais avancados e
agressivos da doenca, nos quais o tumor j4 atingiu a regido P, demonstrando niveis mais
elevados desta proteina nos pacientes que alcancaram uma maior sobrevida. A diferenca
observada € muito grande entre os dois grupos, sendo a mediana de expressdo 9,7 nos
pacientes com sobrevida menor que 5 anos e 24,0 nos pacientes com sobrevida maior
gue 5 anos. Esses achados vém de encontro aos resultados descritos anteriormente com
relacdo ao comprometimento de LN, grau de diferenciacdo I, tipo histologico e
estadiamento, onde os niveis da parquina foram mais altos nos grupos relacionados a
maior agressividade. Aqui, mesmo entre aqueles pacientes que tém um tumor mais
profundo e mais agressivo, a associacado com niveis mais altos da parquina resulta em
uma maior sobrevida.

O teste de Log-rank leva em consideracéo todos os pacientes independentemente
de terem uma sobrevida maior ou menor que 5 anos. Neste teste foram observados
resultados significativos ao analisar sobrevida e a média P com relagdo ao ponto de corte
10 (p = 0,025), onde aqueles pacientes com parquina >10 apresentaram uma maior
sobrevida. Isso também foi observado ao analisar a idade dos pacientes com relacéo a
classificacdo Bethesda e levando em conta o ponto de corte 10 na média P (p = 0,043),
onde aqueles pacientes com parquina >10 apresentaram uma maior sobrevida. Ao
analisar a variavel carater da cirurgia foi observado que os pacientes submetidos a
cirurgia emergencial apresentam uma menor sobrevida (p = 0,004). Esse resultado ja era
esperado, pois na grande maioria dos casos 0s pacientes que sdo submetidos a cirurgias
emergenciais presentam mais complicagfes. Ao analisar a média P com este teste foi
encontrado que amostras com maior expressao da parquina apresentavam diminui¢cdo no
risco de Obito, ou consequentemente um aumento nos indices de sobrevida, confirmando
os resultados encontrados na analise citada anteriormente. Esta proteina poderia estar
exercendo uma funcado protetora, influenciando no prognéstico dos pacientes. Em 2012
Yeo e col. propuseram através de seus resultados que a ativacdo da via da parquina
poderia ser um fator preditivo de um melhor prognéstico estando correlacionada
inversamente com a progressdo do cancer. Demonstraram que a perda da sua funcao
resulta em aumento da expressao da ciclina D1, estando associada a sua influéncia na
eliminacdo desta ciclina por meio do sistema ubiquitina proteassomo. Este aumento,

concomitantemente pode influenciar na proliferacdo celular. Seus resultados também
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demonstraram que a presenca da parquina pode influenciar negativamente a expressao
de VEGFR-2, o qual é envolvido na angiogénese tumoral (YEO et al., 2012).

Com relac@o a analise multivariada de regresséo de Cox envolvendo a média P e
as variaveis clinico-patolégicas, foi encontrada associacéo ao analisar idade = 45 anos (p
= 0,037), sexo (p = 0,037), LN (p = 0,029), lado (p = 0,032), tipo histoléfico (p = 0,035),
estadiamento (p = 0,024), tamanho do tumor (p = 0,036) e expressdo da APC (p = 0,046),
indicando que a associacdo entre expressdo da parquina na regido P e os indices de
sobrevida independe dessas variaveis. Assim, independente delas, aqueles pacientes que
tém maior sobrevida sdo aqueles que tém mais parquina. Desta forma, € possivel sugerir
que, se dois pacientes apresentam a mesma caracterizagdo clinica, por exemplo, o
mesmo estadiamento ou tamanho do tumor, aquele paciente que possui uma maior
expressao da parquina na regido profunda podera ter uma maior sobrevida.

Os resultados da analise multivariada referentes a expressao da parquina nas
mucosas nao neoplasicas indicam que a expressao dessa proteina na mucosa neoplasica
independe da sua expressao na mucosa hao-neoplasica (p = 0,019). Ou seja, 0s niveis da
parquina que 0s pacientes apresentavam anteriormente ao desenvolvimento do tumor no
tecido mucoso ndo influenciam nos niveis que eles irdo apresentar apds o
desenvolvimento do tumor.

Para tentar explorar a fungcdo da parquina no controle do céancer, buscamos as
suas funcdes ja conhecidas nos mecanismos celulares. Assim, primeiramente,
analisamos a sua localizacdo dentro da célula. Ela originalmente é uma ubiquitina ligase
citosolica (OKATSU et al., 2015), alguns estudos demonstram que alteracdes em mitocondrias
gue levam a despolarizacdo da membrana podem induzir o recrutamento da parquina
para esta organela por meio do acumulo da proteina PINK1 (PTEN-cinase induzida
putativo 1) na membrana mitocondrial. A parquina recrutada induz a ubiquitinacdo de
varias proteinas membranares levando a eliminacdo autofagica da organela danificada
(NARENDRA et al., 2010; GEISLER et al., 2010; MATSUDA et al., 2010). ESsas duas proteinas também
agem de maneira sinérgica no reparo de mitocondrias levemente danificadas em
decorréncia do estresse oxidativo. Elas induzem a formagéo de vesiculas derivadas de
mitocondrias, compostas por proteinas oxidadas (MCLELLAND et al., 2014), que transportam a
carga danificada para lisossomos levando a degradacao (SOUBANNIER et al., 2012). Parquina e
PINK1 também podem promover a sintese de novas mitocondrias quando necessario
(VINCOW et al., 2013). HA também pesquisas que demonstram que a parquina influencia na

localizacdo celular de algumas proteinas, se ligando a elas e promovendo a sua
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translocacao do citoplasma para o nucleo (HEBRON et al., 2013; HEBRON et al., 2014). Além disso,
Kao em 2009 apontou que danos ao DNA poderiam induzir a translocag¢ao da parquina do
citoplasma para o nucleo, para que contribuisse no reparo desse DNA e assim protegesse
a célula da genotoxicidade. Sugerindo que multiplos agentes indutores de danos
poderiam induzir essa translocacao, entre eles: peréxido de hidrogénio, radiacdo UV, e
alguns agentes quimicos (kKAO, 2009). Essa pesquisa relaciona a movimentagdo da parquina
com o desenvolvimento da doenca de Parkinson. No entanto, seria possivel supor que
agentes cancerigenos pudessem induzir a translocacdo e que no desenvolvimento do
cancer tivéssemos uma maior presenca da parquina na regido nuclear. Em nosso estudo
foi analisada a sua localizagcdo nas regides basal e apical do citoplasma, no citoplasma
como um todo e no nucleo, comparando essas localizacdes com as variaveis clinico-
patolégicas nas amostras de adenocarcinoma colorretal e com as amostras de mucosa
colorretal ndo-neoplasica. Houve correlacdo entre as localizacbes basal, apical e
citoplasmatica e expressdo da parquina (valores de p na Tabela 12), propondo que
conforme ocorre um aumento dos niveis teciduais desta proteina, ela apresenta uma
maior concentracdo na porcao citoplasmatica da célula. Isso pode sugerir que no cancer
ha uma maior presenca da parquina na regido citoplasmatica, e assim sendo a sua funcao
nesse processo poderia estar relacionada a mecanismos desenvolvidos nesse
compartimento celular.

Na analise comparando as amostras de adenocarcinoma colorretal e de mucosa
nao-neoplasica com localizacdo e expressao da parquina, foi observada nas amostras
com adenocarcinoma colorretal uma maior presenca na regido citoplasméatica. E as
amostras com mucosa nao-neoplasica além de apresentarem uma maior concentracéo de
parquina na regido nuclear também apresentaram niveis mais elevados desta proteina.
Desta forma, os niveis da parquina na mucosa neoplasica sdo menores em relacdo a
mucosa nao-neoplasica, porém levando-se em conta os resultados encontrados na
analise da parquina e sobrevida podemos supor que, mesmo estando em niveis mais
baixos na mucosa neoplasica esses niveis estdo mais elevados entre agueles pacientes
gue tém uma maior sobrevida.

A expressao da parquina também foi analisada com relagdo a expressao das
ciclinas D1 e E1 e ao KI67. A analise relacionada as ciclinas vem de encontro ao que
algumas literaturas j4 citadas propde, relacionando essas proteinas a degradacao
proteassomal induzida pela parquina. Onde o acumulo de ciclinas é associado a

deficiéncia de parquina em varios tipos de cancer (STAROPOLI et al., 2003; IKEUCHI et al., 2009;
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VEERIAH et al., 2010; GONG et al., 2014). O KI67 € um potente marcador de proliferacdo, e foi
utilizado para analisar a relacdo entre parquina e proliferagdo. Nao foi encontrada
correlacdo com nenhuma dessas proteinas. O que ndo exclui a possibilidade da parquina
estar envolvida na proliferacdo ou na degradacéo de ciclinas em processos tumorais. Mas
talvez essa ndo seja a sua funcao principal no adenocarcinoma colorretal. Observamos
uma pequena reducao das ciclinas, com o0 aumento da parquina, porém esses niveis nao
alcancaram resultados significativos, o que nado significa que ndo possa haver uma
alteracao funcional promovida por essa diferenca. Isso demonstra que o mecanismo de
degradacao dessas proteinas mediado pela parquina esta presente, no entanto ela pode
estar exercendo outros papéis que estejam contribuindo de maneira mais efetiva no
controle desse processo.

Muitos estudos demonstram um forte envolvimento da parquina no controle da
mitofagia induzindo a eliminagcdo autofagica de mitocéndrias danificadas como ja citado
anteriormente (NARENDRA et al., 2010; GEISLER et al., 2010; MATSUDA et al., 2010), € outros relacionam
a mitofagia com proliferacéo celular. E sugerido que as mitocéndrias sdo necessarias para
a proliferacdo, dando um suporte energético para as células. Mitocbndrias tumorais
podem sofrer alteracdes em seu DNA mitocondrial que promovam a reprogramacao do
seu metabolismo para suportar a rapida proliferacdo (USSAKLI et al., 2013). As células
tumorais podem abrigar uma grande quantidade de mitocondrias disfuncionais. A alta
frequéncia dessas mitocondrias foi associada a um pior progndéstico em pacientes com
cancer colorretal. O acumulo delas pode ocorrer devido a deficiéncias na autofagia, e isso
posteriormente pode induzir danos no DNA, levando ao estresse oxidativo e a
instabilidade cromossdmica (YANG et al., 2015). Um estudo realizado por Oliveira e col.
demonstrou que uma substancia que induz a degradacdo de mitocéndrias danificadas
pode induzir uma maior sobrevivéncia em células de adenocarcinoma colorretal. A
parquina poderia estar agindo de maneira semelhante por meio do seu recrutamento para
as mitocondrias danificadas e entdo induzindo a mitofagia. E também sugerido que a
parquina possa sofrer influéncia da proteina P53, de forma que essa outra proteina
supressora tumoral poderia colaborar na inducdo e recrutamento da parquina para a
mitocondria danificada (SEIRAFI et al, 2015). A parquina também pode regular,
negativamente, os niveis de fosforilagdo do receptor de VEGF, um indutor de
angiogénese, por meio da regulacdo da via PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase -
phosphatidylinositol 3-kinase)/AKT, o que possivelmente esteja ligado a supressao da

proliferacdo (FENG et al., 2015). AO comparar parquina com a proteina APC encontramos uma
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correlacdo positiva entre ambas, propondo que 0s seus niveis aumentam ou diminuem
concomitantemente. Esses resultados confirmam os descritos por Poulogiannis e col. em
2010, onde apresentaram que uma cooperagdo entre alteracdes nessas duas proteinas
poderia acelerar a progressdo do adenocarcinoma colorretal. Eles observaram que
camundongos com inativacéo heterozigética de ambas parquina e APC apresentavam um
crescimento muito acelerado do adenoma, quando comparados com animais com
mutacao apenas em APC. Quando se tinha a supressao do APC e a sobre-expressao da
parquina, havia uma inibicdo da proliferacdo celular (POULOGIANNIS et al., 2010). Desta forma
foi sugerido que uma via de carcinogénese tendo como evento inicial a supressédo do APC
pode influenciar em uma subsequente alteracdo na parquina, propondo mais um caminho
no qual esta proteina poderia estar envolvida nos mecanismos do cancer. Porém né&o
podemos afirmar necessariamente que esta influéncia esteja ocorrendo, mais estudos séao
necessarios para confirmar essa correlacao.

Evidéncias demonstram o envolvimento da parquina na regulacdo de alguns
componentes da resposta imune, como a sinalizacdo de macréfagos e do NF-kB, através
do aumento da ubiquitinagdo do modulador essencial de NF-KB (MULLER-RISCHART et al.,
2013). Tran e col. 2011, demonstraram que a proteina parquina o e seu mMRNA séo
detectaveis em macréfagos periféricos. Outras E3 ubiquitina ligases sdo descritas como
tendo uma fungdo na resposta imune como a NKLAM, que € expressa em macréfagos e
células natural killer (NK). A expressdo de macrofagos NKLAM é aumentada e reforcada
através da presenca de citocinas pro-inflamatoérias, dessa forma, sendo a parquina
também uma E3 ubiquitina ligase poderia ter uma funcdo semelhante ao desempenhado
por essa outra proteina. A parquina também pode ser regulada por lipopolissacarideos
(componentes da membrana celular de bactérias gram-negativas) (ABBAS et al., 2000).
Polimorfismos no gene PARK2 foram associados a um aumento da susceptibilidade a
infecc80 (COUSSENS e WERB, 2002). Um estudo de Manzanillo e col. demonstrou que
camundongos e moscas com deficiéncia da parquina sdo sensiveis a infeccdes
bacterianas intracelulares, sugerindo que a parquina estaria desempenhando uma funcao
de defesa a partir do sistema imune (MANZANILLO et al., 2013). E cada vez mais crescente a
descricdo de que o sistema imune tem uma funcdo na regulacéo do cancer. Ao longo da
transformacdo de uma mucosa normal em neoplasia as células normais podem vir a
expressar proteinas em niveis anormais e também novas proteinas, o que faz com que as
células tumorais apresentem na sua superficie antigenos alterados com relacdo a célula

normal ou antigenos especificos do tumor (BEACHY et al, 2004). O reconhecimento de
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antigenos tumorais envolve varios tipos celulares e moléculas do sistema imunoldgico.
Em tecidos neoplasicos sdo encontrados macrofagos ativados, células NK, linfocitos T
CD4+ e CD8+ especificos para peptideos tumorais, assim como altos niveis de
imunoglobulinas. Tumores que contém infiltrados celulares que apresentem esta
composicdo estdo relacionados com um melhor prognostico da doenca (zITVOGEL et al. 2004;
CHEN et al. 2007). Assim sendo, a parquina poderia estar desempenhando sua funcéo
protetora através do envolvimento na regulacdo de células do sistema imune que séo
recrutadas até o tumor, e agem no combate e eliminacdo de células tumorais. Talvez no
adenocarcinoma colorretal a funcdo da parquina esteja mais ligada a esses outros
mecanismos que a degradacao de ciclinas.

O presente estudo demonstrou que niveis mais altos de expressdo da parquina
estdo associados ao sexo masculino, ao comprometimento de LN, aos tumores do tipo
mucinoso, pouco/moderadamente diferenciados, que se encontram em estadios lll e IV, a
maior tempo de sobrevida em tumores avangcados e a amostras de mucosa nao-
neoplasica. Embora a parquina esteja mais expressa em tumores que apresentam piores
prognosticos ela esta correlacionada a uma maior sobrevida, propondo que ela estaria

envolvida em mecanismos de controle da progressao tumoral.

75



6. CONCLUSOES

Através do estudo com essa populacdo podemos concluir que:

1. Houve associagado entre o sexo masculino e a média de expressdo da parquina
nas as regioes superficial, intermediaria e profunda nos casos completos (p = 0,019) e a
média de expressao da parquina nas as regides superficial, intermediaria e profunda em
todos os casos (p = 0,013), com niveis mais elevados no sexo masculino.

2. Houve associacédo entre tumores pouco/moderadamente diferenciados e a média
de expressdo da parquina nas regides superficial e intermediaria (p = 0,024), com niveis
mais elevados nesses tumores.

3. Houve associacdo entre tumores do tipo mucinoso e a média de expressao da
parquina nas regides superficial e intermediaria (p = 0,046) e a média de expressédo da
parquina nas regides superficial, intermediaria e profunda em todos os casos (p = 0,028),
com niveis mais elevados nesse tipo tumoral.

4. Houve associacao entre estadios Ill e IV e a média de expressdo da parquina
nas regioes superficial, intermediaria e profunda nos casos completos (p = 0,037) e a
média de expressdo da parquina nas regifes superficial, intermediaria e profunda em
todos os casos (p = 0,041), com niveis mais elevados nesses estadios.

5. O melhor ponto de corte para a média de expressdo da parquina nas regides
superficial e intermediaria (p = 0,015) com relacdo a variavel grau de diferenciacao Il foi
de 11%.

6. Houve associacao (p = 0,019) entre sobrevida, utilizando o ponto de corte de 5
anos, e média de expressdo da parquina na regido profunda; os pacientes que
apresentaram maior sobrevida foram aqueles que apresentaram maiores niveis de
parquina na amostra.

7. Houve uma correlacdo diretamente proporcional entre expressao da parquina e
expressdo da APC, ndo houve correlacao entre parquina e ciclina D1, ciclina E1 e KI67.

8. Houve associacdo (p = 0,037) entre sobrevida e a média de expressdo da
parguina na regido profunda, considerando todos os casos, para cada unidade a mais de
expressado da parquina houve uma diminui¢cdo de 6% na HR de 0bito.

9. Houve associagéo (p = 0,043) entre sobrevida e idade para o grupo = 45 anos
considerando o ponto de corte da média de expressdo da parquina na regido profunda

igual a 10, expressédo > 10 foi associada a menor risco de oObito.
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10. Houve associacdo (p = 0,004) entre sobrevida e carater da cirurgia, a
realizacdo de cirurgia emergencial foi associada a um maior risco de o6bito.

11. O aumento da expressao da parquina em adenocarcinoma colorretal esta
correlacionado a sua localizacao nas porc¢des basal, apical e citoplasmatica da célula.

12. A parquina estd mais expressa em amostras com mucosa ndo-neoplasica em
comparacao as amostras de adenocarcinoma colorretal.

13. Em amostras de mucosa ndo-neoplasica a expressao da parquina é elevada no
ndcleo, enquanto que nas amostras com adenocarcinoma colorretal essa expressao é
elevada no citoplasma.

14. No modelo de regressdo de Cox houve associacdo entre média de expressado
da parquina na regido profunda e as variaveis: idade = 45 anos, sexo, lado, estadiamento,
tamanho do tumor, média de expressdo da APC na regido profunda e expressdo da
parquina na mucosa nado-neoplasica retirada dos pacientes com adenocarcinoma;
indicando que a parquina € uma variavel independente das outras variaveis analisadas.

Apesar de algumas limitagbes desse estudo, como 0 pequeno tamanho da
amostra, a utilizacdo apenas de individuos da populacédo brasileira e somente da técnica
de imunoistoquimica, a expressao da parquina pode servir como indicador de sobrevida.
Sendo que o aumento da sua expressdo indica um prognéstico favoravel para os
pacientes, propondo uma funcdo protetora a essa proteina para pacientes com
adenocarcinomas mais avancados. Essa relacao entre parquina e sobrevida em pacientes
com adenocarcinoma colorretal é relatada pela primeira vez, e merece uma investigacao
mais profunda. Uma melhor compreensao do seu mecanismo de a¢ado pode contribuir no
monitoramento da doenca e em melhores estratégias de tratamento, podendo
proporcionar um tratamento personalizado por meio de maiores beneficios aos pacientes

com tumores mais avancados.
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