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RESUMO 
 

O carcinoma colorretal tem elevada incidência e prevalência mundial, 
permanecendo a 3a. causa de morte por câncer no Brasil. A ampliação de 
programas de rastreamento populacional combinada à evolução das 
ferramentas de biologia molecular, com aplicação direta em terapias 
farmacológicas, acessíveis na prática clínica, elevaram as taxas de sucesso 
no tratamento desta neoplasia. Com base nos conhecimentos da sequência 
evolutiva adenoma-adenocarcinoma, objetivamos analisar comparativamente 
a imunoexpressão do gene supressor tumoral PARK2 (e sua proteína 
PARQUINA) em relação aos bem estabelecidos APC e KI67, em amostra de 
pólipos e adenocarcinomas colorretais. Foram incluídos pólipos com 
características neoplásicas, classificados em adenomas com displasia de 
baixo grau, com displasia de alto grau, sésseis serrilhados, além dos pólipos 
hiperplásicos. Através de técnica de microarranjos teciduais, analisamos por 
imunoistoquímica 284 pólipos de 222 pacientes, além de 73 amostras de 
pacientes portadores de adenocarcinomas. Devido ao fato de que mais da 
metade dos pacientes tiveram mais de um pólipo incluído no estudo, vimos a 
necessidade de elaborar um modelo estatístico de regressão linear multinível, 
para análise hierárquica destes pólipos, em relação ao grupo de pacientes, 
evitando possível viés de interpretação. Não houve correlação entre variáveis 
relacionadas aos pacientes (sexo, idade e multiplicidade de pólipos) e 
expressão tecidual das proteínas analisadas. A análise do efeito conjunto de 
pólipos e adenocarcinomas, pelo grau de diferenciação, considerados no 
contexto da estrutura hierárquica multinível, revelou maior expressão de 
PARQUINA e APC em adenocarcinomas, ao passo que a expressão de KI67 
foi maior nos pólipos com displasia de alto grau. Tais resultados encontram 
suporte na literatura, na medida em que trabalhos de outros autores 
demonstraram que PARQUINA e APC atuam sinergicamente sobre o tecido 
colorretal. Porém, não ha estudos anteriores que demonstram valores mais 
elevados de expressão destas proteínas, produtos de genes supressores 
tumorais, em adenocarcinomas em  comparação com pólipos neoplásicos, 
como vimos aqui. Este achado nos leva a supor que tais proteínas estariam 
envolvidas em mecanismos de controle da progressão tumoral em fases 
tardias da via de carcinogênese. Este é um fato notável, considerando que a 
via clássica da carcinogênese colorretal se inicia pela mutação de APC.  
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ABSTRACT 
 

Colorectal carcinoma remains the 3rd most common cause of cancer in Brazil. 
The wide spread of screening programs combined with the evolution of 
molecular biology, applied on the clinical practice, have raised the success 
rates in the treatment of this neoplasia. Based on the current knowledge of the 
sequence adenoma-adenocarcinoma, we aimed to analyze comparatively the 
immune-expression of the tumor suppressor gene PARK2 (and its protein, 
Parkin) with APC and KI67, in samples of colorectal polyps and 
adenocarcinomas. We included neoplastic polyps, classified as low dysplasia 
adenoma, high dysplasia adenoma, sessile serrated polyps, and hyperplastic 
polyps. Through techniques of tissue microarray, we reviewed by 
immunohistochemistry, 284 polyps from 222 patients, besides 73 colorectal 
samples of adenocarcinoma. Due to the fact that more than half of the patients 
with polyps were found to have more than one lesion, we decided to elaborate 
a multilevel linear regression statistical model, in order to avoid interpretation 
bias. There was no significant difference on variables related to patient (sex, 
age, multiplicity of polyps) and the tissue expression of the proteins. The 
analysis of the combined effect of polyps and adenocarcinomas, by the level of 
differentiation, considered in the context of the hierarchical multilevel structure, 
has shown higher expression of Parkin and APC in the sample of 
adenocarcinomas, whereas the expression of KI67 was higher in the group of 
high dysplasia polyps. Such findings have similarities in literature, many 
authors support that Parkin and APC act on synergism over the colorectal 
tissue. Although, there are no studies showing overexpression of such proteins 
in adenocarcinomas, compared to neoplastic polyps, as we have seen here. 
This findings point out that Parkin and APC might be involved in later 
mechanisms of tumor progression control, in the pathway of carcinogesis. It is 
such a remarkable fact, considering that the classical pathway starts with the 
mutation of APC. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 O câncer colorretal 
 

 Câncer colorretal (CCR) é um termo genérico, utilizado para se referir à 

neoplasia maligna que acomete duas porções distintas do tubo digestivo, o 

cólon e o reto. É classicamente definido pelo tipo histológico mais comumente 

encontrado nestas topografias, o adenocarcinoma1. Essa referência se faz 

salutar, pois existem outras neoplasias malignas primárias, ou seja, outros 

tipos de câncer que também incidem sobre o cólon e o reto, porém com uma 

prevalência muito menor e, consequentemente, com menor impacto 

populacional e em políticas de saúde pública2. A título de exemplo, podem ser 

citados os linfomas3, tumores neuroendócrinos4,5, carcinomas de células 

escamosas6 e os sarcomas intestinais7,8. O adenocarcinoma, por sua vez, em 

se tratando de terminologia com finalidade prática, recebe simplesmente o 

nome de “carcinoma”, sendo assim, o termo “câncer colorretal” pode ser 

adequadamente substituído por “carcinoma colorretal” (CCR).  

 O CCR tem grande importância epidemiológica mundial devido à sua 

elevada prevalência e incidência em diversos países. Globalmente tem se 

verificado um fenômeno interessante e antagônico: apesar de as taxas de 

mortalidade associadas a esta neoplasia estarem reduzindo (pois os pacientes 

permanecem vivos por mais tempo, em decorrência dos avanços no 

tratamento), acompanhadas também da redução no diagnóstico de casos 

novos em alguns países (pela ampla realização de polipectomias 

endoscópicas, que eliminam lesões precursoras), ainda assim o carcinoma 

colorretal se mantém como uma doença de alta letalidade mundialmente. Nos 

EUA corresponde à 3ª. neoplasia maligna mais frequente em ambos os sexos. 

Estimam-se mais de 71 mil casos novos em homens e 64 mil em mulheres, 

sendo a 2ª. causa de morte por câncer em homens e a 3ª. em mulheres para 

o ano de 20172. No Brasil, segue a mesma tendência, de acordo com as 

previsões do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o biênio 2016-2017, 

com mais de 34 mil casos novos por ano9. A faixa etária mais acometida está 

entre os 60 e 70 anos10. 
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 Os fatores de risco mais bem estabelecidos para esta neoplasia são: 

idade superior a 60 anos, sexo masculino, presença de pólipos colônicos, 

história individual ou familial de CCR e a exposição a fatores ambientais, como 

dieta rica em carne vermelha e gorduras, pobre em frutas e verduras, 

obesidade, tabagismo, sedentarismo e diabetes mellitus11,12,13,14,15,16. Outro 

fator importante, intrínseco ao indivíduo, é o fato de ser portador de doença 

inflamatória intestinal (retocolite ulcerativa e doença de Crohn), tendo seu 

risco aumentado com a gravidade e o tempo de início da doença17,18,19,20. Por 

outro lado, admite-se como fator protetor a prática esportiva aeróbica regular e 

o uso crônico de ácido acetilsalicílico21,22,23. 

 Apesar de a maioria dos tumores de cólon ser esporádica, estes 

tumores podem surgir como parte de algumas síndromes hereditárias. As mais 

conhecidas são a Síndrome de Polipose Adenomatosa Familiar (FAP, familial 

adenomatous polyposis) e a Síndrome de Lynch, em que não há polipose, 

também chamada de HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal 

cancer)11,24,25. As síndromes polipoides são as mais raramente encontradas, 

respondendo por menos de 1% dos casos de CCR26. A Síndrome de Lynch, 

por sua vez, corresponde a 2 a 4% dos casos, em outras palavras, 1 a cada 

35 casos de carcinoma colorretal se deve a esta síndrome27. 

 Eventualmente, o diagnóstico do CCR pode acontecer em um indivíduo 

que se submeteu a um exame endoscópico dos cólons, seja para investigação 

de dor abdominal ou alteração do hábito intestinal, seja para rastreamento28,29. 

O rastreamento, por sua vez, está indicado para todas as pessoas acima dos 

50 anos, para aquelas que têm história familiar de CCR, ou nos indivíduos que 

apresentaram resultado positivo para a presença de sangue oculto nas fezes8. 

Na colonoscopia visualiza-se uma lesão de aspecto tumoral na mucosa 

colônica, que é submetida à biópsia, ou um pólipo, que poderá ser removido 

(polipectomia), e cujo laudo anatomopatológico revela tratar-se de um 

adenocarcinoma. Nestes casos, há maior probabilidade de se fazer o 

diagnóstico de doença localizada30. Porém, em uma grande parcela dos 

pacientes, o diagnóstico é feito na vigência de sintomas obstrutivos intestinais, 

sangramento retal, perfuração ou mesmo com a presença de doença 

avançada locoregional ou metastática31,32,33. 

 A difusão dos programas de rastreio populacional, por meio de 
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protocolos que visam à realização de exames de colonoscopia e 

retosigmoidoscopia, a fim do diagnóstico precoce e realização de 

polipectomias endoscópicas, quando lesões precursoras são identificadas e 

removidas, tem resultado em queda progressiva na incidência do CCR de 3% 

ao ano, a partir de 2004, nos EUA2. Este fato, somado ao aumento da 

disponibilidade do tratamento e o incremento das opções terapêuticas 

(especialmente terapias sistêmicas farmacológicas), se reflete numa redução 

significativa da mortalidade34. Em termos de tratamento, o CCR admite várias 

possibilidades, a depender do estádio em que se encontra a doença e das 

condições clínicas de cada paciente35,36. A radioterapia tem papel reservado 

para os casos de tumores no reto, em suas porções mais baixas, 

preferencialmente como primeira linha do tratamento, com finalidade 

neoadjuvante, ou seja, antes de uma cirurgia eletiva37,38. A ressecção cirúrgica 

é o tratamento de escolha para a maioria dos carcinomas colorretais, em 

algum momento da sua evolução, seja antes de iniciar a quimioterapia ou 

após39,40. O tratamento sistêmico farmacológico pós-operatório (adjuvante) 

baseia-se no estadiamento tumoral, sendo de um modo geral contraindicado 

para pacientes em estádio I, controverso para casos em estádio II e 

mandatório para aqueles em estádio III e IV11. Atualmente existe uma vasta 

gama de drogas citotóxicas que podem ser utilizadas em diversas 

combinações, formando os vários protocolos de tratamento disponíveis41. A 

adição de terapias de alvos moleculares42, com ação anti-angiogênica43,44, 

ação em receptores de membrana celular45,46,47 e em proteínas específicas, 

como a tirosina-quinase48,49,50,51,52, trouxeram nova expectativa para o 

tratamento deste câncer, especialmente quando metastático, com resultados 

positivos em se obter taxas de resposta favoráveis, aumentando o tempo para 

progressão da doença e a sobrevida global 53,54,55. 

 O desfio atual para o tratamento do CCR é a manutenção 

permanentemente ativa dos protocolos de rastreamento populacional, que 

provadamente contribuem para reduzir a mortalidade, além das campanhas de 

prevenção que reforçam a necessidade de adoção de hábitos de vida 

saudáveis56. Por outro lado, ainda há muita dificuldade, no âmbito da saúde 

pública, em se ampliar a oferta de vagas em consulta especializada para todos 

os níveis da população, com acesso rápido ao tratamento oncológico57. Dentro 
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desse contexto, a pesquisa básica tem seu papel em aprofundar o 

entendimento da biologia da doença, dos mecanismos de interação celular e 

alvos moleculares, particularmente na atual era da genômica e proteômica, 

identificando potenciais marcadores diagnósticos e terapêuticos, aplicáveis de 

maneira translacional à prática clínica58,59,60. 

 

 

1.2 Classificação dos pólipos 
 

 Pólipos podem ser definidos como estruturas elevadas que produzem 

uma saliência na mucosa colorretal, quando visualizados à endoscopia 

digestiva61. São, por definição, benignos, porém alguns tipos podem acumular 

mutações e evoluir, com o passar do tempo, para um 

adenocarcinoma62,63,64,65. 

 Os pólipos são extremamente prevalentes na população mundial, 

podendo-se afirmar que 50% das pessoas acima de 70 anos de idade, são 

portadoras assintomáticas64,66,67,68,69.  Comuns em ambos os sexos70 e em 

todas as raças71,72, os pólipos são mais frequentes em obesos e pessoas 

expostas a dietas ricas em carnes vermelhas e gorduras e pobre em 

fibras73,74. 

 Os pólipos são classificados segundo suas características 

macroscópicas, ou seja, aquelas visualizadas pelo endoscopista durante a 

realização de um exame, e microscópicas, observadas com técnicas 

histopatológicas75. 

 As macroscópicas referem-se, sobretudo, ao tamanho e ao aspecto dos 

pólipos. Quanto ao tamanho, eles podem ser classificados em muito pequenos 

(<4mm), pequenos (4-10mm), intermediários (10-20mm) ou grandes 

(>20mm)76,77. Considerando o aspecto, a classificação mais utilizada é a de 

Paris, formulada em 2002 e atualizada em 2003, que congrega as lesões em 

três grupos morfológicos: protrusas ou salientes (tipo I), não-protrusas e não-

escavadas (tipo II) e escavadas (tipo III). As tipo I se subdividem em 

pediculadas (tipo Ip) e sésseis (tipo Is); as tipo II, em discretamente elevadas 

(IIa), completamente planas (IIb) e levemente deprimidas (IIc). As tipo III são 

raramente vistas no cólon e no reto78. 
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 As características histopatológicas permitem classificar os pólipos em 

não-neoplásicos e neoplásicos. 

 Pólipos hiperplásicos, inflamatórios, hamartomatosos e os 

pseudopólipos são considerados não-neoplásicos79,80,81. Eles são os mais 

frequentemente encontrados, formados pela hiperproliferação das células 

normais da mucosa e geralmente são menores que 10mm. Os pólipos não-

neoplásicos não são indicados para polipectomia de rotina, por não 

apresentarem potencial de malignidade a priori 82. Em situações específicas, 

como em casos de pólipos hiperplásicos >10mm81, Síndrome da Polipose 

Hiperplásica83 e alguns pólipos hamartomatosos relacionados à Síndrome de 

Peutz-Jeghers79 e Polipose Juvenil84,85, a remoção é recomendada, por 

apresentarem risco para malignidade86. Por exemplo, os pólipos >10mm 

possuem um risco estimado em 15% de progressão para adenocarcinoma em 

um período de 10 anos87,88,89.  

 Os pólipos neoplásicos são compostos pelos adenomas (tubular, viloso 

e túbulo-viloso) e pelos pólipos serrilhados79,90. 

 Os adenomas são caracterizados por crescimento epitelial exagerado, 

displasia e diferenciação anormal, às vezes, até com pequenos focos de 

células invasivas91,92. Áreas residuais de adenomas benignos são comumente 

encontradas em espécimes cirúrgicos de ressecção de CCR83,86,87. Todos os 

adenomas apresentam displasia, que deve ser classificada pelo médico 

patologista como sendo de baixo ou de alto grau93,94. Esta classificação 

baseia-se no grau de atipia celular e displasia tecidual, sendo considerada de 

baixo grau quando as alterações visualizadas estão limitadas ao terço inferior 

do epitélio intestinal. As alterações arquiteturais que acometem além do terço 

inferior, são consideradas de alto grau histológico95. 

 Os pólipos serrilhados podem ser sésseis, tradicionais e mistos83,86: 

 Séssil: geralmente >5mm, morfologicamente plano ou séssil, localizado 

predominantemente no cólon direito, pode atingir mais de 20mm de 

diâmetro96. A correlação entre o tamanho, localização e aspecto na 

colonoscopia é fundamental para o diagnóstico. Lesões >5mm e localizadas 

no cólon direito ou transverso provavelmente representam um pólipo 

serrilhado séssil precoce97. Devido ao seu aspecto, pode ser difícil a detecção 
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pela colonoscopia, pois apresenta coloração semelhante à mucosa adjacente 

e pode estar coberto por muco, ocultando seu padrão vascular90,98. O 

carcinoma dele originado apresenta histologia mucinosa e se diferencia da 

Síndrome de Lynch por ocorrer em pacientes com mais de 65 anos e por ser 

derivado do pólipo serrilhado ao invés do adenoma99. 

 Tradicional: é um tipo de pólipo serrilhado que apresenta 

caracteristicamente algum grau de displasia. Geralmente é pediculado ou 

subpediculado, exibe arquitetura complexa e de padrão serrilhado, podendo 

ser confundido com o adenoma viloso100,101. Pelo fato de possuírem displasia, 

devem ser ressecados completamente pelo exame colonoscópico, sempre 

que possível. O seu risco de evoluir para neoplasia maligna é determinado 

pelo tamanho, número, grau de displasia e morfologia95. 

 Misto: apresenta displasia, com um componente convencional 

adenomatoso e um componente serrilhado (serrilhado séssil ou serrilhado 

tradicional) intimamente misturados, podendo inclusive conter características 

de pólipo hiperplásico, o que justifica a denominação “misto” 102,103. Estão 

presentes em grande quantidade nas poliposes colônicas104. 

 

 

1.3 Classificação dos adenocarcinomas colorretais 
 

 A classificação do câncer de cólon e reto, assim como de qualquer tipo 

de câncer, é feita com base no seu estádio de desenvolvimento. Esse 

processo de classificação é chamado de “estadiamento” e é realizado por 

meio de um sistema universalmente conhecido como TNM (Tumor, Nodes, 

Metastases). O sistema TNM, publicado pela American Joint Committee on 

Cancer (AJCC), foi recentemente atualizado, em sua 8ª. edição, lançada em 

Janeiro de 2017 (Tabela 1)105. De um modo geral, o estadiamento é realizado 

inicialmente, sempre que possível, com exames de imagem pré-operatórios, 

para avaliar radiologicamente o tórax, abdômen e pelve, sendo continuado no 

intraoperatório pela exploração cirúrgica da cavidade peritoneal e completado 

pela análise anatomopatológica das peças cirúrgicas retiradas106. 

 Pela nova edição da classificação da AJCC105, os tumores (T) são 

representados pela sua profundidade de invasão na parede intestinal, sendo 
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que T1 envolve até a camada submucosa, enquanto T2 penetra através da 

submucosa até a muscular própria, T3 invade os tecidos pericólicos e 

periretais e T4 divide-se em T4a e T4b. Os tumores classificados como T4a 

penetram diretamente a superfície do peritônio visceral, e os T4b invadem 

diretamente ou estão aderidos a outros órgãos ou estruturas adjacentes. A 

importância desta classificação se dá pelo fato de estar diretamente 

relacionada com o prognóstico. Como exemplo, uma análise da base de 

dados americana Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) entre 

1992 e 2004, incluindo 109.953 pacientes mostrou que a taxa de sobrevida 

relativa em 5 anos (isto é, a sobrevida em 5 anos corrigida pela morbidade 

relacionada à idade) foi consideravelmente maior (79,6%) em pacientes T4a 

do que T4b (58,4%), ambos sem linfonodos acometidos107. 

 A análise dos linfonodos regionais (N) requer o mínimo de 12 gânglios 

recuperados da peça cirúrgica pelo patologista, a fim de que se possa 

classificá-los. Neste caso, dividem-se em N1a (em que há 1 linfonodo positivo 

para malignidade, entre todos os dissecados), N1b (2-3 linfonodos positivos), 

N2a (4-6 linfonodos positivos) e N2b (mais de 7 linfonodos metastáticos). Além 

disso, se houver nódulos tumorais satélites (ou seja, depósitos tumorais 

microscópicos) em subserosa, mesentério ou tecidos pericólicos/perirretais 

não peritonizados, na ausência de metástase linfonodal, dá-se a classificação 

N1c. A sobrevida global reduz, para um mesmo estádio T, conforme se 

aumenta a progressão na classificação N108. 

 A disseminação metastática (M) à distância é definida como M1a, 

quando ocorre em apenas um sítio ou órgão sólido (o que inclui linfonodos não 

regionais, que não pertencem à cadeia de drenagem linfática habitual), M1b 

quando acomete mais de um órgão distante, excluindo-se o peritônio, que se 

classifica como M1c pela edição 2017 da AJCC. Pacientes com envolvimento 

peritoneal metastático apresentam sobrevida livre de progressão, e mesmo 

sobrevida global, muito menor do que os que não o apresentam109.  
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Tabela 1 – Definições para T, N e M 

Tumor primário (T) 

Tx Tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasão da lâmina própria a 

T1 Tumor invade a camada submucosa 

T2 Tumor invade a camada muscular própria 

T3 Tumor invade através da muscular própria até os tecidos pericolorretais 

T4a Tumor penetra a superfície do peritônio visceral b 

T4b Tumor invade diretamente ou está aderido a outros órgãos e estruturas b,c 

Linfonodos regionais (N) 

NX Linfonodos regionais não podem ser avaliados  

N0 Ausência de metástase linfonodal 

N1 Metástase em 1-3 linfonodos regionais 

N1a Metástase em 1 linfonodo regional 

N1b Metástase em 2-3 linfonodos regionais 

N1c 
Depósitos tumorais na camada subserosa, mesentério ou tecidos não-peritonizados 

pericólicos ou periretais, na ausência de metástase em linfonodos regionais 

N2 Metástase em 4 ou mais linfonodos regionais 

N2a Metástase em 4-6 linfonodos regionais 

N2b Metástase em 7 ou mais linfonodos regionais 

Metástase à distância (M) 

M0 Ausência de metástase à distância 

M1a 
Metástase à distância confinada a apenas um sítio ou órgão (exemplo: fígado, 

pulmão, ovário, linfonodos não-regionais) 

M1b Metástase à distância em mais de um sítio ou órgão 

M1c Metástase peritoneal (carcinomatose), com ou sem metástase visceral 

Nota: Adaptado com permissão da AJCC (American Joint Committee on Cancer)105, disponível na 
internet no endereço eletrônico www.nccn.org. 
Legenda:  
a Tis inclui células cancerígenas confinadas à membrana basal glandular (intraepitelial) ou lâmina própria 
mucosa (intramucosa), sem extensão através da muscular própria para dentro da submucosa; 
b Invasão direta em T4 inclui invasão a outros órgãos ou outros segmentos do cólon/reto, como 
resultado de extensão direta através da serosa, confirmado ao exame microscópico, ou para câncer em 
localização retroperitoneal ou subperitoneal, invasão direta de outros órgãos ou estruturas em virtude da 
extensão além da muscular própria; 
c Tumor que é grosseiramente aderente a outros órgãos ou estruturas recebe a classificação cT4b. No 
entanto, se não houver tumor microscopicamente presente na área de adesão, a classificação será pT1-
4a, dependendo da profundidade de invasão parietal. 
 

 Diversas informações precisam ser fornecidas pelo patologista a fim de 

se completar o estadiamento de maneira precisa, o que tem relevância para o 
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prognóstico da doença e para se definir a melhor estratégia terapêutica para 

cada caso. Entre estas informações, são de interesse o grau de diferenciação 

histológica (baixo ou alto grau), as condições das margens cirúrgicas 

proximais, distais e radiais (se estão livres, ou não, de acometimento tumoral) 

e se há invasão linfovascular e perineural na peça tumoral. A coleção destes 

dados é agrupada individualmente, de modo a classificar o estádio de 

extensão da doença, em grupos de relevância clínica, que variam de I a IV 
87,105. Os prefixos “p” e “yp” referem-se respectivamente ao “estadiamento 

patológico” e ao “estadiamento patológico após tratamento neoadjuvante e 

cirúrgico”, enquanto que “c” refere-se ao estadiamento clínico, por exames de 

imagem105. 

 Outras classificações também foram criadas ao longo dos anos, 

completando o sistema TNM, como a de Dukes110 e a de Astler-Coller 

modificada111, que podem ser combinadas entre si, permitindo uma 

comparação entre elas (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Estadiamento para o adenocarcinoma colorretal pelo sistema 

TNM, Dukes e Astler-Coller Modificado (MAC). 

Estágio T N M Dukes MAC 
0 Tis N0 M0 - - 

I 
T1 N0 M0 A A 
T2 N0 M0 A B1 

IIA T3 N0 M0 B B2 
IIB T4a N0 M0 B B2 
IIC T4b N0 M0 B B3 

IIIA 
T1-T2 N1/N1c M0 C C1 

T1 N2a M0 C C1 

IIIB 
T3-T4a N1/N1c M0 C C2 
T2-T3 N2a M0 C C1/C2 
T1-T2 N2b M0 C C1 

IIIC 
T4a N2a M0 C C2 

T3-T4a N2b M0 C C2 
T4b N1-N2 M0 C C3 

IVA qualquer T qualquer N M1a - - 
IVB qualquer T qualquer N M1b - - 

Nota: Adaptado com permissão da AJCC (American Joint Committee on Cancer)105, 

disponível na internet no endereço eletrônico www.nccn.org. 
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 Apesar de clinicamente bem definido, sua classificação molecular 

ainda é motivo de controvérsias entre pesquisadores. A fim de resolver uma 

diversidade de inconsistências entre classificações de CCR baseadas em 

expressão genética, formou-se um consórcio de especialistas internacionais 

dedicados a um consenso112. Desta reunião surgiram 4 subtipos moleculares, 

conhecidos como CMS (Consensus Molecular Subtypes) com características 

distintas, a saber: CMS1 (instabilidade microssatélite) corresponde a 14% dos 

casos, apresenta padrão hipermutado e possui forte ativação imune; CMS2 

(canônico) representa a 37% dos casos, exibe padrão epitelial e ativação por 

sinalização das vias WNT (wingless/integrated) e MYC (MYC proto-oncogene, 

bHLH transcription factor); CMS3 (metabólico) representa 13% dos casos, 

também com padrão epitelial, mas com evidente desregulação metabólica; e 

CMS4 (mesenquimal) corresponde a 23% dos casos, caracterizado pela 

ativação do fator de crescimento de transformação β, invasão estromal e 

angiogênese. Esta é considerada a mais robusta classificação para CCR, de 

clara interpretação biológica, servindo de base para futuras estratificações do 

ponto de vista clínico e de terapia-alvo113. Apesar de moderna, essa 

classificação ainda não é recomendada na prática clínica114. 

 

 

1.4 Bases Moleculares do carcinoma colorretal 
 

 Em 1990, Fearon e Vogelstein descreveram as bases moleculares para 

o CCR como um processo de várias etapas115. De acordo com o modelo 

proposto, mutações germinativas ou somáticas, seriam necessárias para 

transformação maligna, e o acúmulo de múltiplas mutações genéticas ao 

longo dos anos, mais que sua sequencia, determinaria o comportamento 

biológico do tumor.  

 Por definição, as mutações germinativas são aquelas que ocorrem 

durante a replicação do DNA, em fase que antecede a meiose, afetando os 

gametas e todas as células que deles descendem após a fecundação. 

Predominam nas síndromes genéticas e têm como principal característica a 

capacidade de serem herdadas e transmitidas à geração seguinte116,117.  

 Mutações somáticas, por sua vez, ocorrem em algum momento da vida 
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do indivíduo e não estão necessariamente presentes em todas as células do 

organismo. Podem ser causadas por fatores ambientais ou como falha no 

processo de duplicação do DNA, antes da fase de mitose118. Assim, todas as 

células descendentes serão afetadas e estarão localizadas em tecidos 

específicos do corpo. Desta forma, mutações adquiridas em células somáticas 

(diferente dos gametas) não são passadas para as gerações subsequentes. 

Estas características são encontradas em praticamente 90% dos casos 

esporádicos (não familiar) de CCR e resultam de um acúmulo gradual de 

múltiplas mutações119. 

 O The Cancer Genomic Atlas publicou em 2012 os resultados de 

análises multidimensionais de CCR humano, a partir de análises de amostras 

por sequenciamento do exoma, número de cópias de DNA, padrões de 

expressão e metilação120. O TCGA identificou 24 genes como direcionadores 

em vias de sinalização relacionadas à iniciação e à progressão do CCR. Além 

dos genes previamente conhecidos, cita como exemplo de novos genes, os 

AT-Rich Interaction Domain 1A (ARID1A), SRY (sex determining region Y)-box 

9 (SOX9) e APC Membrane Recruitment protein 1 (AMER1). Também 

estabelece que os adenocarcinomas de cólon e reto, apesar de estruturas 

anatomicamente distintas, são indistinguíveis do ponto de vista genômico, 

quando originados por vias de não-hipermetilação. Por outro lado, confirma o 

fato de que tumores do cólon direito/ascendente tendem a hipermetilação, 

com mais altas taxas de mutação em comparação com os do cólon esquerdo 

e reto. 

 A maior parte das alterações moleculares descobertas para os tumores 

hereditários se mostrou também importante para o entendimento das 

neoplasias esporádicas121. Exemplo clássico deste fato é o gene 

Adenomatous Polyposis Coli (APC), que codifica para a proteína de mesmo 

nome, fundamental para a integridade da via de sinalização WNT. A 

ocorrência de mutações germinativas, em um dos alelos deste gene é a base 

genética para a Polipose Adenomatosa Familiar, causa rara de câncer 

hereditário. Mutações deste gene também estão presentes em cânceres 

colorretais esporádicos e ocorrem precocemente118, enquanto mutações no 

gene supressor tumoral TP53 (tumor supressor p53) geralmente são mais 

tardias122. Dessa forma, credita-se à mutação do APC o primeiro evento da 
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carcinogênese115, que depois recebe uma quantidade variável de outras 

mutações123 e alterações epigenéticas124, em que muitos genes estão 

envolvidos, em diversos graus de importância. 

 Em situações de equilíbrio, as ligações de proteínas WNT a seus 

receptores faz com que a proteína APC se ligue à β-catenina causando a sua 

degradação. A proteína β-catenina acumulada no interior da célula migra para 

o núcleo e atua como fator de transcrição de genes de relevância para o 

crescimento celular, tais quais C-MYC e o gene da proteína ciclina D. Desta 

forma a integridade da via de sinalização WNT contribui para a regulação fina 

da expressão desses genes. Caso não haja ligação entre a proteína WNT e 

seu receptor, a molécula da β-catenina é destruída e genes como C-MYC têm 

sua transcrição reduzida125. Quando a proteína APC está alterada, devido a 

mutações em seu gene codificador, a degradação de β-catenina fica 

comprometida, mesmo que o receptor de WNT esteja intacto, levando a uma 

hiperexpressão dos genes por ela transativados, direcionando a célula para a 

multiplicação126. 

 A família de receptores Human Epidermal growth fator Receptor (HER) 

também está implicada na carcinogênese do CCR. É composta de quatro 

diferentes receptores, com atividade tirosina-quinase. Entre outros, são 

ligantes desses receptores o EGFR (epidermal growth factor receptor) e o 

TGF-α (transforming growth factor alfa). A ligação do fator de crescimento 

epidérmico ao seu receptor transmembrana causa homo ou heterodimerização 

do receptor com outras moléculas da mesma família, levando à sua ativação. 

Essa ativação produz fosforilação de proteínas celulares envolvidas em 

diferentes vias de sinalização, como as vias RAS (Rat Sarcoma viral oncogene 

homolog), RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), MEK (MAPK/ERK 

Kinase), MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) e PI3K 

(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase)127. 

 Estudos demonstraram que em um mesmo segmento intestinal, EGFR 

está diferentemente expresso, quando comparado às células da mucosa não 

neoplásica, células pré-malignas e cancerosas128. Mais de 90% dos pacientes 

com CCR metastático apresentam hiperexpressão de EGFR em suas células 

tumorais129,130. Dessa forma, o uso de anticorpos monoclonais a ele 
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direcionados, como Cetuximabe e Panitumumabe, inibem sua ligação com seu 

ligante, bloqueando as fosforilações subsequentes e direcionando as células 

malignas à parada de replicação131,132. Essa característica concede atividade 

terapêutica a essas drogas, fato que levou à sua aprovação no tratamento do 

CCR metastático133. Porém, essa ação terapêutica se restringe apenas aos 

pacientes que não apresentam mutação do gene Kirsten Rat Sarcoma viral 

oncogene homolog (K-RAS) em suas células tumorais134. Recente estudo de 

análise econômica conduzido pelo governo Canadense na província de 

Ontário mostrou que o teste molecular deste gene, nas amostras tumorais 

preservadas em parafina, é custo-efetivo considerando o uso de terapia anti-

EGFR nas estratégias de tratamento para CCR avançado135.  

 Três genes da família RAS são conhecidos: Harvey Rat Sarcoma viral 

oncogene homolog (H-RAS), Neuroblastoma Rat Sarcoma viral oncogene 

homolog (N-RAS) e o já citado K-RAS, sendo que todos codificam para 

proteínas com propriedades semelhantes, preferencialmente expressos em 

tecidos diferentes136. Tais proteínas são ativadoras de uma série de vias de 

sinalização, desencadeada por receptores com atividade tirosina-quinase, 

como é o caso do próprio EGFR. Tais proteínas estão localizadas na face 

interna da membrana celular, possuem atividade GTPase e estão 

constantemente ligadas à GTP (guanosine-5´-triphosphate), quando ativada, 

ou GDP (guanosine diphosphate) quando inativada. Funcionam, portanto, 

como moléculas intermediárias entre a ativação dos receptores de membrana 

e as vias de sinalização celular137. A ativação dos receptores tirosina-quinase 

direciona RAS ao seu estado ativado (por exemplo, ligado à GTP), sendo que 

já foram identificadas nove vias de sinalização como dependentes da ativação 

de RAS. Como exemplo, cita-se a via Erk/Map quinase138. 

 O gene K-RAS é o segundo mais frequentemente mutado em 

neoplasias humanas, o primeiro é TP53139. Estima-se que 40% dos tumores 

de cólon apresentam mutação em K-RAS. Mutações pontuais restritas aos 

códons 12, 13 e 61 codificam uma proteína com propriedade de ligar-se 

irreversivelmente à GTP, mantendo-se constitutivamente ativa, 

independentemente de EGFR, o que parece conduzir esses tumores a um pior 

prognóstico140.  
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 Os eventos genéticos mais tardios na carcinogênese do CCR incluem a 

deleção da região cromossômica 18q e a inativação do gene TP53141. A 

diminuição, ou perda de função, da proteína TP53 interfere com a 

carcinogênese pelo fato dessa molécula funcionar como fator de transcrição 

responsável pela ativação de diversos genes, que seriam importantes para a 

homeostase celular142. Além disso, TP53 desempenha papel fundamental na 

indução da célula à apoptose, o que acontece quando a célula sofreu danos 

irreparáveis em seu DNA ou quando encontra-se oncogeneticamente 

estimulada143,144. 

 Deleções no braço longo do cromossomo 18 ocorrem em cerca de 70% 

dos casos de CCR e com frequência ainda maior nas células tumorais 

encontradas em sítios de metástase141,145. Análises de perda de heterozigose 

revelaram que 18q é a porção genômica mais frequentemente deletada nesta 

neoplasia146. Isso indica claramente que essa topografia abriga um ou mais 

genes supressores tumorais, com participação relevante na carcinogênese 

colorretal147. 

 Um dos primeiros genes identificados em 18q e relacionado ao CCR é 

o gene Deleted in Colon Cancer (DDC)148, cuja proteína atua como receptor 

transmembrana para netrin-1, uma molécula funcionalmente relacionada à 

laminina, e com importante função na organização estrutural de células do 

sistema nervoso. A interação de netrin-1 com DDC desencadeia sinais 

intracelulares que resultam em uma atividade pró-apoptótica149. 

 O gene Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4 (SMAD4) também 

se situa no braço longo do cromossomo 18 (região 18q) e está mutado em 

cerca de 15% dos casos de carcinoma colorretal146. SMAD4 faz parte de um 

complexo proteico que participa da sinalização produzida pela interação entre 

TGF-β (transforming growth factor beta) e seu receptor150. Assim, a perda 

monoalélica do gene SMAD4 na deleção da região 18q também pode ser um 

mecanismo responsável pela progressão carcinogenética. Outro cromossomo 

em que a perda de segmentos também é frequentemente encontrada nessa 

progressão, refere-se ao braço curto do cromossomo 17 (região 17p), embora 

esteja alterada apenas tardiamente em neoplasias coloretais151. 
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 Os estudos com famílias de portadores da Síndrome de Lynch, que 

desenvolvem adenocarcinoma colorretal em idades inferiores a 45 anos, 

chamaram atenção para o fato de não portarem, na linhagem germinativa, 

alterações em genes conhecidos da carcinogênese colorretal152. Porém 

apresentavam erros de replicação do DNA, que em análises posteriores 

revelaram se referir a perda funcional (por mutações ou deleções) em um dos 

alelos dos genes de reparo de DNA, conhecidos como família MMR (mismatch 

repair)153. Estes genes são MutL Homolog 1 (MLH1), MutS Homolog 2 

(MSH2), MutS Homolog 6 (MSH6), PostMeiotic Segregation Increased 2 
(PMS2) e possivelmente MutL Homolog 3 (MLH3)154. A ocorrência de 

alterações somáticas no outro alelo de qualquer um destes genes, já 

germinativamente alterado, leva ao comprometimento do mecanismo de 

correção genômica durante o processo de replicação do DNA na fase S do 

ciclo celular, conferindo à célula elevada propensão ao acúmulo de 

mutações155. Essa falha pode ser detectada através da investigação de 

instabilidades de microssatéliteS (MSI, microsatelite instability)156.  

 Microssatélites são regiões pequenas do genoma onde os nucleotídeos 

encontram-se repetidos sequencialmente157. Nessas regiões que os erros de 

replicação são mais facilmente reconhecidos, pois a repetição nucleotídica 

favorece a ocorrência de mutações de ponto, além de pequenas deleções e 

inserções próximas das sequências de repetição119,158. Na prática clínica se 

utilizam testes para detecção de instabilidade de microssatélite a partir de 

exames de imunoistoquímica no material proveniente do tumor159. Dez por 

cento (10%) dos carcinomas colorretais provenientes de pacientes sem 

história familiar apresentam essa característica160. Nesses casos, a inativação 

de ambos os alelos se processa somaticamente em fase precoce da 

carcinogênese, em função da metilação do promotor de qualquer dos genes 

de reparo, mas geralmente de MLH1161. A deficiência na manutenção da 

estabilidade genômica facilita o acúmulo de mutações que influenciam no 

processo de carcinogênese. Porém, é curioso notar que as evidências 

apontam para uma menor agressividade e um melhor prognóstico para os 

tumores esporádicos que apresentam MSI162. 

 Condições celulares que elevam taxas de mutação podem permitir ou 

acelerar a progressão tumoral. Mais de 80% dos CCR exibem ganhos ou 
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perdas cromossômicas, um fenômeno que pode favorecer a amplificação de 

oncogenes e a perda de supressores tumorais11. Alterações na disjunção 

cromossômica podem ser a causa desta instabilidade cromossômica (CIN, 

chromosomal instability).  

 Mecanismos epigenéticos são tão significativos quanto as mutações em 

carcinogênese, apesar de menos compreendidos163,164. Diversas modificações 

covalentes em proteínas histonas e a metilação de resíduos de citosina no 

DNA representam uma das formas de regulação gênica, sendo a última muito 

melhor caracterizada no CCR. Os pares de nucleotídeo 5’-CpG-3’ são alvos 

específicos para metilação, em áreas de promotores de alto conteúdo de CpG, 

onde fenômenos abundantes de metilação silenciam genes adjacentes. Em 

comparação com tecido normal, os carcinomas colorretais apresentam entre 

8% e 15% menos metilações do DNA, mesmo em adenomas119,165,166.  

 A diminuição da metilação pericentromérica pode levar a perda de 

fidelidade durante a separação cromossomal, e a metilação alterada somada à 

perda da impressão do locus Igf2, estão associados com aumento do risco de 

câncer colorretal, demonstrando o amplo efeito da hipometilação global no 

crescimento celular167. Contrariamente, um subgrupo de tumores apresenta 

hipermetilação de ilhas ricas de promotores CpG, chamados CIMP (CpG 

island methylator phenotype), com atenuação transcricional dos genes 

relacionados, incluindo supressores tumorais164,168. Os precursores 

adenomatosos de CCR portadores de CIMP são os pólipos sésseis 

serrilhados, histologicamente compostos de displasia dentro de um padrão 

arquitetural típico de pólipos hiperplásicos119.  

 A proteína KI67, produto do gene Marker of proliferation KI67 (MKI67) é 

expressa apenas no núcleo de células em divisão, o faz dela um marcador de 

proliferação celular169. É uma proteína necessária para manter os 

cromossomos individualmente dispersos no citoplasma, após o desmonte do 

envelope nuclear durante a divisão celular. Sua identificação se dá por 

exames de imunoistoquímica e sua aferição é dada em porcentagem de 

células positivas, em contagem realizada visualmente pelo patologista em 

lâmina de microscopia ótica convencional. Para CCR, índices de KI67 ≥ 50% 

permitem considerar os tumores como altamente proliferativos, tendo 

correlação com o grau de indiferenciação neoplásica170. 
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 Mais recentemente reconheceu-se a participação do gene 

serine/threonine-protein kinase B-Raf (BRAF) mutado, através da metilação do 

DNA em mecanismos de silenciamento genético, além de levar a 

hipermetilação de ilhas CpG, que escondem instabilidade microssatélite171. O 

resultado disso é o aumento na recidiva tumoral e na ocorrência de 

metástases peritoneais, levando a queda na sobrevida. Sua atuação é tão 

importante que o consenso da Sociedade Européia de Oncologia Clínica 

(ESMO) de 2016 recomenda a realização rotineira de testes de mutação do 

BRAF em CCR metastático172. 

 As modernas terapias-alvo, voltadas ao bloqueio do EGFR, 

aumentaram significativamente a sobrevida em pacientes com doença 

avançada. A ausência de mutação do KRAS (denominada tipo selvagem) é 

preditora de resposta ao tratamento com drogas anti-EGFR, selecionando 

pacientes e evitando toxicidades desnecessárias. Por outro lado, não se 

espera resposta a estas medicações quando ocorrem mutações dos genes 

KRAS, BRAF (na posição V600E) e PI3K, ou na perda de expressão do 

Phosphatase and Tensin homolog (PTEN)171,172,173. 

 A proteína do gene PI3K é uma subunidade da enzima fosfatidilinositol 

3-kinase, que atua no processo de fosforilação envolvido no mecanismo de 

sinalização celular174. Sua atividade é importante para o crescimento, divisão 

(proliferação) e migração celular, produção de novas proteínas, transporte de 

material dentro da célula e, por fim sobrevivência celular175. Sua atividade 

inclui a regulação de diversos hormônios e participa da maturação de 

adipócitos176. Mutações em PI3K são encontradas em diversos tipos de 

tumores, como mama, ovário, cérebro, fígado e pulmão, sendo que em 

carcinoma colorretal chegam a 10 – 20%177. Neste caso, tem relação com 

neoplasias do cólon proximal (direito/ascendente), instabilidade microssatélite 

e associação com mutações do KRAS178,179. 

 O gene PTEN codifica para uma enzima do tipo fosfatase, sendo 

encontrada em quase todos os tecidos corporais e atuando como supressora 

tumoral180. A fosfatase remove grupos fosfato de outras proteínas e de 

lipídeos, sinalizando desta forma para a interrupção da divisão celular e 

ativando mecanismos de apoptose181. Outras atividades incluem o controle da 

migração e adesão celular, formação de novos vasos sanguíneos 



18 
 

(angiogênese) e manutenção da estabilidade do material genético182. A 

ocorrência de mutações de PTEN em CCR varia na literatura de 1 a 29%, 

sendo que a perda de expressão do gene é mais comum (encontrada em 20 – 

40% dos casos) nesses tumores183.  

 Por fim, a cicloxigenase-2 (COX-2), uma enzima do tipo prostaglandina 

H2-sintetase, é uma glicoproteína de membrana que atua como efetor na 

cascata inflamatória do ácido araquidônico, através formação de tromboxanos 

e prostaciclinas184. Sua inibição farmacológica, pelo uso de anti-inflamatórios 

não-esteroidais (por exemplo, o ácido acetilsalicílico, AAS) leva ao alívio de 

sintomas flogísticos clássicos, como dor e edema. A COX-2 é de reconhecida 

importância na gênese de várias neoplasias, estando superexpressa em 70-

80% dos CCR e relacionada com pior prognóstico em vários estudos185,186. Há 

evidências claras de que o uso regular de AAS reduz o risco para o 

desenvolvimento de adenomas e carcinomas colorretais por inibição da via da 

COX-2187,188. Sua superexpressão nos CCR está inversamente associada à 

MSI e CIMP189, porém sem evidências de que os tumores com estas 

características se desenvolvem a partir de lesões polipoides de padrão séssil 

serrilhado no intestino grosso190.  

 

 

1.5 O gene PARK2 e sua relação com APC 
 

 O gene PARK2 (Parkinson disease [autosomal recessive, juvenile] 2, 

parkin), é um dos maiores genes humanos, que codifica para a proteína 

PARQUINA, cuja principal função celular é a de eliminar proteínas 

desdobradas e danificadas, marcando-as para degradação proteassomal num 

processo chamado ubiquitinação191. A molécula ubiquitina atua como 

sinalização na mobilização de outras proteínas para a degradação no 

proteassomo. Dessa forma, o sistema ubiquitina-proteassomo funciona como 

um “controle de qualidade” em nível celular, que também regula a 

disponibilidade de proteínas envolvidas em diversas atividades celulares 

críticas, como tempo para a divisão celular e seu crescimento. Essa atividade 

faz com que a PARQUINA pertença a um grupo de proteínas denominado 

Ubiquitina E3 Ligases192.  
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 Os estudos acerca da estrutura e atividade da PARQUINA levaram os 

pesquisadores a propor diversas funções para ela, incluindo a de supressora 

tumoral193. Entre outras funções, também regula a formação e liberação de 

vesículas sinápticas nos neurônios, que contém mensageiros químicos 

responsáveis pela transmissão de sinal de uma célula nervosa para outra194. 

Além disso, a PARQUINA está envolvida na manutenção da integridade da 

função mitocondrial, sendo que ela pode auxiliar o início do processo de 

destruição das mitocôndrias alteradas195. 

 A localização citogenética deste gene é o braço longo (q) do 

cromossomo 6, em 6q25.2-q27, sendo composto por 12 exons que codificam 

os 465 aminoácidos que compõem a proteína PARQUINA (Figura 1). É 

expresso em uma variedade de tecidos, incluindo o cérebro, pulmão, cólon, 

testículos e músculos196.  

 
Figura 1 – Localização citogenética de PARK2, no braço longo do cromossomo 6, 

posição 26.  

 
Legenda: Localização molecular entre os pares de base 161,347,417 e 162,727,802 (Homo sapiens 

Annotation Release 108, GRCh38.p7). Fonte: Genetics Home Reference 191 

 

 O gene PARK2 encontra-se no sítio frágil comum FRA6E, uma região 

cromossômica conhecia por sua instabilidade e tendência a quebras e 

rearranjos194. Alterações envolvendo essa região foram identificadas em várias 

formas de câncer humano, entre os quais: glioblastomas, carcinomas 

colorretais, pulmonares e ovarianos195,197. Em alguns destes tumores, 

segmentos da região FRA6E, incluindo parte ou todo o gene PARK2, estão 

anormalmente duplicados ou deletados. Essas alterações genéticas são 

consideradas somáticas, porque ocorrem apenas em células cancerígenas e 
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não são herdadas. Como resultado, a atividade da PARQUINA esta reduzida 

ou ausente nestas células, sendo ela uma proteína supressora tumoral, sua 

carência funcional pode levar à formação de tumores198. 

 Mais de 200 mutações no gene PARK2 já foram identificadas, 

responsáveis por causar doença de Parkinson, especialmente na sua forma 

juvenil, que acontece antes dos 20 anos de idade, mas também em alguns 

casos de início tardio, após a quinta década de vida199. Tais mutações podem 

codificar para proteínas desfuncionalizadas, que serão rapidamente 

degradadas no espaço intracelular, mas podem também codificar para uma 

proteína com perda de sua atividade ubiquitina-ligase. Este fato leva ao 

acúmulo de outras proteínas indesejadas, que impedem, em última análise, a 

formação de vesículas sinápticas contendo dopamina. Como a PARQUINA é 

abundante no cérebro, sua atividade reduzida resulta em carência de 

dopamina no sistema nervoso central, característica principal da doença de 

Parkinson200.  

 Em relação a outras doenças, estudos sugerem que variações alélicas 

comuns (polimorfismos) deste gene e de outro gene vizinho a ele, chamado 

Parkin co-regulated gene (PACRG), poderiam aumentar o risco de um 

indivíduo contrair Hanseníase201. As mutações do gene PARK2 também 

podem romper o mecanismo de regulação mitocondrial, em que a redução na 

degradação seletiva de organelas danificadas leva a uma população de 

mitocôndrias disfuncionais202. 

 A ocorrência de metilação anormal do promotor comum dos genes 

PARK2 e PACRG foi observada em 26% de pacientes com Leucemia Linfóide 

Aguda e em 20% de pacientes com Leucemia Mielóide Crônica durante 

episódio de crise blástica203. 

 Avanços recentes correlacionaram o gene PARK2 com o CCR. Em 

2010, Poulogiannis et al. demonstraram, através de arranjos de hibridização 

genômica comparativa (aCGH), em carcinomas colorretais primários, que 33% 

das amostras apresentavam perda do número de cópias do DNA envolvendo 

o gene PARK2193. Neste mesmo estudo, uma alteração ou deleção neste gene 

foi intrinsicamente relacionada à deficiência no gene APC. No experimento 

realizado pelos autores, com camundongos portadores de inativação 

heterozigótica de APC e PARK2, observaram crescimento acelerado de 
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adenomas colônicos quando comparados com animais que tinham mutação 

isolada em APC. Os resultados sugerem uma via de carcinogênese onde 

PARK2 é um gene supressor tumoral cuja haploinsuficiência pode cooperar 

com a mutação do APC no desenvolvimento do CCR. Apesar destes 

resultados, muito pouco se publicou a partir deste estudo, correlacionando 

estes genes, na tentativa de se entender a relação entre eles e a via da 

carcinogênese colorretal. 

 Em uma análise comparativa da imunoexpressão tecidual de 

PARQUINA e APC, em neoplasias malignas humanas colorretais, 

pesquisadora desta instituição obteve resultados animadores, observando 

uma correlação fortemente positiva entre ambas, em amostra composta 

exclusivamente por adenocarcinomas; ainda, estabeleceu correlação 

específica em um subgrupo de pacientes, portadores de doença mais 

avançada, de tal expressão com aumento de sobrevida204. 

 

 

1.6 Sequência adenoma - adenocarcinoma  
 

 A base genética para o estudo do CCR decorre da premissa de que 

este tipo de câncer surge a partir de um pólipo benigno. Em uma publicação 

inovadora para a época, Volgenstein e colaboradores165 propuseram em 1988 

um modelo consistente para explicar a gênese do tumor colorretal, na qual as 

etapas necessárias para o desenvolvimento do carcinoma frequentemente 

envolvem a ativação mutacional de um oncogene acoplado à mutação em 

diversos outros genes, geralmente supressores tumorais (Figura 2)166. Para 

isso levantaram a hipótese de que a maioria dos carcinomas se desenvolve a 

partir de adenomas e estudou quatro alterações genéticas em 172 amostras 

de tumores colorretais representativas de vários estádios de desenvolvimento 

neoplásico. As alterações estudadas foram mutações do gene RAS e 

deleções alélicas nos cromossomos 5, 17 e 18. As amostras consistiram de 

adenomas obtidos de pacientes portadores de FAP e de pacientes sem 

polipose familiar, bem como de adenocarcinomas retirados por cirurgia. Foram 

observadas mutações do gene RAS em 58% dos adenomas maiores de 1 cm 

e em 47% dos adenocarcinomas. Além disso, uma região específica do 
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cromossomo 18 esteve altamente deletada nos carcinomas (73%) e nos 

adenomas com displasia de alto grau (47%), porém em apenas 13% dos 

adenomas sem displasia. Estas observações permitiram correlacioná-las com 

a progressão clínica dos tumores, sugerindo um modelo, ou uma sequência de 

evolução de adenomas para adenocarcinomas165,205.  

 A partir deste trabalho, os pesquisadores progrediram nesta linha de 

estudo, e determinaram em publicações subsequentes que o primeiro evento 

nos CCR esporádicos206 (não familiares) é a inativação do APC207, um gene 

supressor tumoral, seguido por mutações potenciais em diversos outros genes 

de uma cascata, que leva a alterações genômicas e epigenéticas115,208. Dentre 

estas, as mais significativas são a instabilidade cromossômica209 e 

instabilidade microssatélite210,211. Entre as mutações que seguem-se à do 

APC, as mais relevantes referem-se ao TP53 e ao KRAS212. As mutações do 

KRAS tendem a acontecer antes das mutações do TP53 e estão presentes em 

cerca de 30-40% dos pacientes com CCR173. Porém as mutações de TP53 

tornam a progressão tumoral agressiva, contribuindo para quimioresistência213 

e maior agressividade da doença, com pior prognóstico global214. 
 

Figura 2 – Genes e vias dos fatores de crescimento que dirigem a progressão do 

carcinoma colorretal, conforme o modelo de Vogelstein e colaboradores165.  

 
Fonte: Adaptado por Markowitz e Bertagnolli 166 
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 De um modo geral, alterações em três classes de genes levam à 

formação de tumores: oncogenes, genes supressores tumorais e genes que 

impedem o dano ao DNA215. Muito embora os eventos oncogenéticos possam 

ter uma base genética (mutacional) ou epigenética, atualmente mais se 

conhece acerca de mutações somáticas que levam a aumento no potencial de 

malignidade87,216. Analisadas à luz da sequência adenoma-adenocarcinoma, 

estas mutações sustentam a tese do câncer como uma doença multifacetada, 

que viola controles naturais da sobrevivência celular, crescimento e 

invasão217. Mutações individuais raramente se correlacionam precisamente 

com uma característica em particular, como sobrevida ou angiogênese e 

mutações comuns frequentemente esbarram em múltiplas funções celulares. 

Apesar disso, a combinação de mutações somáticas define subtipos de 

câncer, com propriedades específicas e sensibilidade a certas terapias119. 

 Há algumas variações da sequência adenoma-adenocarcinoma, como 

nos casos dos portadores de doença inflamatória intestinal, especialmente 

retocolite ulcerativa, que aumentam em 10 vezes o risco de malignização 

colônica166. O ciclo de lesão de origem inflamatória da mucosa intestinal, 

seguido de cicatrização, aumenta o risco de mutações. Nestes casos, o 

câncer pode surgir tipicamente de um pólipo mas também dentro de placas 

adenomatosas planas e áreas não-adenomatosas de displasia. Uma mutação 

no gene TP53 tende a acontecer precocemente nesta sequência, e a 

inativação do gene APC é menos comum do que no carcinoma colorretal 

esporádico218,219. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Ao longo dos últimos 30 anos, as pesquisas voltadas ao entendimento 

das origens do CCR têm crescido exponencialmente35. Desde o 

desenvolvimento das teorias que explicam a sequência adenoma-

adenocarcinoma publicadas por Vogelstein et al.165, houve grande evolução 

no conhecimento deste processo, cada vez mais relacionado à biologia 

molecular1,220,221 e à genética tumoral222,223. A evolução das ferramentas 

empregadas pela biologia molecular no estudo da genética tumoral, 

esclarecendo as vias pelas quais a célula neoplásica se origina e progride, 

tem acrescentado grande importância na identificação de alvos terapêuticos 

em potencial, de modo que a pesquisa básica seja aplicada à prática clínica, 

para o tratamento de pacientes39,41,42. 

 Frente a essa ampla fronteira de descobertas e inovações, relacionadas 

tanto ao carcinoma colorretal quanto ao gene PARK2 e motivados por 

resultados previamente obtidos em estudos deste grupo de pesquisa204, 

buscamos analisar a expressão deste relativamente “novo” gene dentro da via 

clássica de progressão tumoral, partindo de sua atividade em pólipos e 

adenomas colônicos, até o outro extremo da via de carcinogênese, quando o 

câncer está instalado, na expectativa de encontrar uma relação que possa 

abrir uma janela de oportunidade de aplicação prática224. Assim, partindo da 

pesquisa laboratorial, realizada na bancada do laboratório, obter uma 

ferramenta de utilidade clínica, capaz de beneficiar simultaneamente pacientes 

e profissionais de saúde. Em outras palavras, a própria definição da pesquisa 

translacional, em que o trabalho de pesquisa de uma equipe multiprofissional 

expande-se e combina-se harmoniosamente numa verdadeira 

interdisciplinaridade. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 
 

 Analisar comparativamente a expressão imunoistoquímica das 

proteínas PARQUINA, APC e KI67 em amostras de pólipos e 

adenocarcinomas colorretais, bem como correlacioná-las a variáveis clínico-

patológicas, tendo como base o modelo clássico de Vogelstein165 de 

progressão adenoma-adenocarcinoma. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a correlação entre a expressão de PI3K, COX-2, PTEN, 

PARQUINA, APC e KI67 em pólipos; 

b) Avaliar a correlação entre variáveis relativas aos pacientes e a 

expressão de PARQUINA, APC e KI67; 

c) Avaliar a correlação entre variáveis relativas aos pólipos e aos 

pacientes, considerando uma estrutura hierárquica multinível; 

d) Analisar o efeito conjunto de pólipos e adenocarcinomas, pelo 

grau de diferenciação, sobre a expressão de PARQUINA, APC e KI67, 

considerados no contexto da estrutura hierárquica multinível. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

4.1 Amostras estudadas 
 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

de Clínicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR), sob o número 

820.432, de 25/08/2014. O material de estudo foi coletado em dois centros 

hospitalares na cidade de Curitiba, estado do Paraná, Brasil. 

 Os pólipos foram obtidos através de polipectomias realizadas por 

exames rotineiros de colonoscopia no Hospital Santa Cruz225. Foram excluídos 

os pólipos cujo exame anatomopatológico foi compatível com pólipos 

inflamatórios, hamartomas e pseudopólipos. Os pólipos incluídos foram 

reunidos em quatro grupos, baseados em semelhanças clínicas, histológicas e 

de carcinogênese: adenomas com displasia de baixo grau (LDA, low dysplasia 

adenoma), adenomas com displasia de alto grau (HDA, high dysplasia 

adenoma), pólipos serrilhados sésseis (SSP, sessile serrated polyp) e pólipos 

hiperplásicos (PH), para posteriores comparações. Muito frequentemente 

foram encontrados e removidos mais de um pólipo, durante o exame, de um 

mesmo paciente. Desta forma, muitos pólipos incluídos na análises 

pertenceram a um mesmo paciente. Dados clínicos e de expressão das 

proteínas PI3K, COX-2, PTEN e KI67225 referentes a essas amostras foram 

reanalisados segundo os objetivos do presente estudo. A análise histoquímica 

da PARQUINA e da APC foram realizadas pelo preparo de novas lâminas a 

partir das amostras originais. 

 Os adenocarcinomas corresponderam a produtos de ressecção 

cirúrgica colorretal, recebidos pelo laboratório de patologia do Hospital de 

Clínicas da UFPR, entre os anos de 2007 a 2011204. Foram excluídos do 

estudo os casos em que as amostras do material histológico obtido 

apresentavam-se em condições inadequadas para processamento 

laboratorial.  

A idade dos pacientes foi estratificada em 3 grupos, conforme a 

classificação de Bethesda226: ≤ 45 anos, entre 46 - 55 anos e ≥ 56 anos. Esta 

classificação leva em conta o fato de pacientes com CCR hereditário 
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geralmente apresentarem a doença antes dos 45 anos de idade, logo em 

pacientes abaixo desta faixa etária seria mais provável que o câncer fosse de 

origem hereditária, e acima de 56 anos, uma maior probabilidade de 

ocorrência esporádica. Entre 46 e 55 anos, seria uma faixa etária inespecífica 

para se explicar a origem da neoplasia. 

 

 

4.2 Preparo dos TMAs e das lâminas 
 

O processamento histológico seguiu rotina laboratorial de cada hospital, 

para confecção de blocos em parafina e estudo preliminar em hematoxilina-

eosina (HE). Posteriormente, os blocos foram encaminhados ao Laboratório 

de Patologia Experimental da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

(PUCPR), onde foram analisados por patologista especialista em trato 

gastrointestinal, que reclassificou os pólipos nos grupos acima descritos e 

revisou o estadiamento patológico dos adenocarcinomas. Em seguida, foi 

realizada análise de imunoistoquímica, por técnica padronizada neste 

laboratório, de microarranjo de tecido (Tissue Microarray, TMA)227. Esse 

método consiste na montagem de blocos histológicos em parafina, com várias 

amostras para confecção de lâminas histopatológicas multiamostrais, para 

realização de técnicas histoquímicas e imunológicas. Inicialmente foi 

organizado um mapa em plano cartesiano com a localização que cada 

amostra selecionada teria no TMA. Por meio de uma broca Trefina Neodent®, 

cilíndrica, de 3 mm de diâmetro (Figura 3b), acoplada a uma caneta-pino-

chave e a um motor de suspensão de 130 watts, da marca Bethil®, foram 

retiradas as amostras das áreas selecionadas. A broca foi posicionada sobre a 

delimitação feita anteriormente com auxílio da lâmina e o motor foi acionado 

até que a amostra fosse puncionada (Figura 3a). Então, estas amostras foram 

retiradas da broca com o auxílio de uma guia e posicionadas em uma forma 

metálica conforme o mapa de localização. As formas foram preenchidas com 

parafina líquida, a 60°C, e colocadas sobre uma placa de gelo, a 10oC 

negativos, durante 30 minutos, para solidificação da parafina e conclusão da 

confecção do TMA (Figura 3c)228. 
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Figura 3 – Montagem do TMA 

 
Legenda: a. Blocos doadores, dos quais são retirados fragmentos da amostra; b. 
Broca cilíndrica, utilizada para retirar os fragmentos e montar outro bloco; c. Bloco 
receptor das amostras, que tem suas linhas e colunas previamente identificadas por 
um mapa em plano cartesiano. 

 

A partir do TMA finalizado (Figura 4a), foram realizados cortes 

histológicos (Figura 4b) sequenciais de 4µm de espessura com a utilização de 

uma placa fria (Leica EG1130®, Germany) e um micrótomo (Reichet-Jung 

2030®, Bicut, Germany). Dois tipos de lâminas cortantes foram utilizadas 

conforme o destino dos cortes histológicos, Marienfeld® e Superfrost Plus®, 

para o preparo de lâminas a serem coradas com HE ou para a utilização em 

imunoistoquímica (IHQ). A coloração HE foi realizada nas lâminas do primeiro 

corte de cada TMA para o controle morfológico da amostra. 

 

Figura 4 – Exemplos de modelo de bloco e lâmina de TMA 

a 
b 

c 
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Legenda: a. Blocos parafinados com as amostras dos blocos doadores; b. Lâmina com 
corte destes blocos, para leitura em microscópio óptico; c. Representação esquemática da 
leitura das lâminas, em que foram definidos quatro quadrantes, dos quais se fez três 
fotografias de áreas representativas do material amostrado, para posterior análise 
morfométrica (12 fotografias para cada caso). 

 

 

4.3 Realização dos testes imunoistoquímicos 

 

As lâminas preparadas para imunoistoquímica foram submetidas à 

desparafinização com xilol, à desidratação com banhos sucessivos de álcool e 

à reidratação com água. Álcool metílico e H2O2 foram utilizados para o 

bloqueio da peroxidase endógena. A seguir, as lâminas foram incubadas com 

os anticorpos para as proteínas estudadas, na diluição adaptada para 

melhores resultados neste material, em câmera úmida, submetida a 

temperaturas entre 2 e 8oC, durante a noite. 

 Para análise imunoistoquímica foram utilizados os seguintes anticorpos 

primários: 

- PARQUINA: anticorpo anti-Parkin monoclonal de camundongo, marca 

RabMAb®, diluição 1:100; 

- APC: anticorpo anti-APC monoclonal de camundongo, marca 

RabMAb®, diluição 1:200; 

- KI67: anticorpo anti-KI67 monoclonal de camundongo, marca Dako®, 

diluição 1:150; 

As condições, incluindo as diluições, para a incubação com os 

anticorpos primários em câmara úmida, foram estabelecidas pelos protocolos 

do Laboratório de Patologia Experimental da PUCPR. Da mesma forma, foram 

determinadas as condições para a incubação com polímero de revelação 

(Spring), adicionado após a incubação com os anticorpos, sendo composto 

por duas soluções, a primeira (complement) com o tempo de 10 minutos e a 

segunda (conjugate) com o tempo de 15 minutos. Para a revelação, foi 

adicionado o complexo DAB + substrato sobre as lâminas e a contra-

coloração foi realizada com hematoxilina de Harris, seguida de desidratação 

com banhos de álcool etílico 100% e clarificação com xilol. Para a montagem 

das lâminas permanentes foi utilizada a resina histológica da marca Entellan®. 

As reações com controles externos positivos e negativos para cada anticorpo 
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foram concomitantes, estes últimos obtidos através da omissão do anticorpo 

primário. 

 

 

4.4 Análise morfométrica – PARQUINA e APC 

 

 A análise da expressão das proteínas PARQUINA e APC foi realizada 

por técnica de morfometria, que permite a descrição quantitativa da área de 

expressão das proteínas, em micrômetros quadrados (µm2). Assim as lâminas 

submetidas à imunoistoquímica com os anticorpos anti-PARQUINA e anti-

APC, foram inicialmente submetidas a leitura em microscópio óptico com 

objetiva de 40x, conectado a uma câmera Dino-eye® para registro de imagens 

fotográficas digitais, que a seguir foram analisadas com o programa Image Pro 

Plus® através da ferramenta de morfometria de cores. Para cada amostra de 

pólipo e de adenocarcinoma, foram identificados quatro campos de grande 

aumento (quadrantes), dos quais se realizou três fotografias de área 

representativa de cada quadrante, num total de 12 fotografias por caso (Figura 

4c). 

 Foram analisadas três cores: castanho (reação positiva para o 

anticorpo monoclonal), azul (característica de imunonegatividade) e branca 

(referente a regiões de não interesse, posteriormente eliminadas da fotografia, 

conforme explicado a seguir). Uma amostra de cada cor a ser analisada foi 

fornecida ao programa, que gerou uma máscara, marcando com a cor 

vermelha as áreas previamente castanhas, com amarelo as áreas 

previamente azuis, e com verde as áreas que eram brancas. A máscara foi 

aplicada para cada imagem e o programa calculou automaticamente os 

micrometros quadrados e a percentagem das áreas referentes a cada dor. 

 As fotografias (Figura 5a) foram analisadas individualmente, com o 

programa Adobe Photoshop CS6 Extended® (versão 2012). Foram eliminadas 

de cada uma das fotografias as regiões de não interesse (Figura 5b), 

representadas por estroma e artefatos, deixando-se apenas vilosidades e 

criptas (nos casos de pólipos) e área tumoral (nos adenocarcinomas). Após 

este tratamento das fotografias, foram submetidas à aplicação da máscara, a 

fim de medir as áreas de imunopositividade dos marcadores (Figura 5c) e o 
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percentual de sua área, para o cálculo das médias. 

 Para cada quadrante analisado, o programa calculou o percentual de 

área positiva como sendo o total de área positiva (vermelha) dividido pela 

soma deste com o total de área negativa (amarela), em micrometros 

quadrados, conforme a equação abaixo: 

 
       

Percentual de área positiva por quadrante =                       total de área positiva (µm2)                              .  

                  total de área positiva (µm2) + total de área negativa (µm2) 

  

      

 Calculou-se a média do percentual da área de imunopositividade para 

cada quadrante, a partir disso calculou-se a média dos quadrantes em cada 

caso, obtendo-se o valor utilizado na análise estatística (média de 

imunopositividade).  

 

Figura 5 – Análise morfométrica das amostras de pólipo. 

Legenda: a. Imagem de um pólipo, representada por fotografia de uma área representativa 

em um dos quadrantes analisados, em aumento de 40x; b. Fotografia anterior, após 

eliminação das áreas de não interesse, imediatamente antes de realizar análise morfométrica; 

c. Análise morfométrica, em que se observa em verde as áreas de não interesse que foram 

previamente eliminadas, em amarelo as vilosidades e as criptas, e em vermelho as áreas de 

imunopositividade para o marcador imunoistoquímico utilizado. 
 

 

4.5 Contagem celular – KI67 

 

 A avaliação da expressão da proteína KI67 foi realizada através da 

contagem dos núcleos positivos e negativos para a reação com o anticorpo 

a b
 

c 
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anti-KI67. Foi utilizado o microscópio Olympus BX40® para a realização da 

contagem. Através da objetiva de 40x foi selecionado o campo de visualização 

com maior positividade em cada lâmina e este foi imaginariamente dividido em 

quatro quadrantes, dos quais um foi escolhido para que fosse realizada a 

contagem, este quadrante deveria ter o mínimo de 100 células. Os valores 

foram submetidos ao cálculo da porcentagem, no qual foi obtida a estimativa 

de núcleos positivos e negativos por amostra. 

 Apenas as mostras de adenocarcinoma foram avaliadas para KI67 no 

presente estudo, as amostras os dados dos pólipos foram obtidos de estudo 

anterior225. 

 

 

4.6  Análise estatística 

 

 Considerando o fato de que diversos pacientes contribuíram para a 

amostra com mais de um pólipo, foi necessário analisá-los dentro de um 

modelo estatístico que considerasse a estrutura hierárquica dos dados da 

pesquisa, neste caso, pólipos dentro do mesmo paciente, a fim de evitar 

possíveis vieses de análise. Para avaliar a associação entre fatores relativos a 

pólipos e a pacientes e a expressão dos marcadores, foram ajustados 

modelos univariados de regressão linear multinível, definindo-se pólipo como 

nível 1 e paciente como nível 2. A significância das variáveis foi avaliada pelo 

teste de Wald e os resultados foram apresentados em termos de coeficientes 

lineares das variáveis com intervalos de confiança de 95%. O coeficiente de 

correlação intraclasse foi estimado para avaliar a composição das variações 

dos marcadores.  

 A associação entre variáveis quantitativas foi feita estimando-se 

coeficientes de correlação de Pearson e a comparação entre grupos em 

relação à expressão de cada marcador foi feita usando-se o teste t de Student 

para amostras independentes ou o modelo de análise da variância (ANOVA) 

com um fator.  

 Finalmente, para a comparação dos grupos definidos por pólipo e 

adenocarcinoma foi usado o teste t de Student para amostras independentes, 

o teste exato de Fisher e o teste de Qui-quadrado. Valores de p<0,05 
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indicaram significância estatística. Todos os dados foram analisados com o 

programa computacional Stata v.14®. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 Análise descritiva da amostra 

 

 A Tabela 3 sintetiza os dados epidemiológicos dos pacientes 

portadores de pólipos (n = 222) e portadores de adenocarcinoma colorretal (n= 

73). Nela são mostrados os dados relativos a sexo, idade (pela classificação 

de Bethesda)226, lado do cólon acometido e grau histológico de diferenciação. 

Para a análise de lateralidade e diferenciação, foram considerados todos os 

pólipos (n = 284) do estudo, e não os pacientes individualmente. Todos os 

casos de lesões encontradas no reto foram classificados como pertencendo 

ao cólon esquerdo (36 casos de adenocarcinomas e 130 casos de pólipos). 

 
Tabela 3 – Análise descritiva dos pacientes portadores de pólipos e 

adenocarcinomas. 

  Pólipos Adenocarcinomas 
  n % n % 

Sexo 

Masculino 122 55,0 34 46,6 

Feminino 100 45,0 39 53,4 

Total 222 100,0 73 100,0 

Idade* 

≤ 45 anos 45 20,3 13 17,8 

46 a 55 anos 58 26,1 12 16,4 

≥ 56 anos 119 53,6 48 65,8 

Total 222 100,0 73 100,0 

Lateralidade 

Cólon Direito 121 42,6 18 24,7 

Cólon Esquerdo** 163 57,4 55 75,3 

Total 284 100,0 73 100,0 

Grau de Diferenciação 

Baixo grau 262 92,3 64 88,9 

Alto grau 22 7,7 8 11,1 

Total 284 100,0 72*** 100,0 

  Legenda: dados epidemiológicos dos pacientes 

 * Idade, pela classificação de Bethesda226; ** cólon esquerdo inclui os casos de reto;  

 *** um dos casos de Adenocarcinoma não teve o grau de diferenciação classificado. 

 

 Foram identificados 122 pacientes com mais de um pólipo (55%), num 

total de 284 pólipos, que foram analisados individualmente e estão descritos 
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separadamente na Tabela 4. Com relação ao tamanho destes pólipos, a 

maioria (186; 65,5%) apresentou diâmetro entre 4 e 10mm; 30 (10,6%) 

possuíam diâmetro superior a 10mm. 257 pólipos (90,5%) foram classificados 

como sésseis. Considerando a classificação histológica, a maioria (192; 

67,6%) apresentou displasia de baixo grau (LDA). Os pólipos hiperplásicos 

(PH) foram 45 (15,8%), seguidos pelos pólipos serrilhados sésseis (SSP; 25; 

8,8%) e pelos adenomas com displasia de alto grau (HDA; 22; 7,7%). 

 
Tabela 4 – Análise descritiva dos pólipos.  

Variável Classificação N % 

Multiplicidade 

Único 100 45,0 

Múltiplos 122 55,0 

Total 222 100 

Tamanho 

< 4 mm 68 23,9 

4 a 10 mm 186 65,5 

> 10 mm 30 10,6 

Total 284 100 

Aspecto 

Pediculado 27 9,5 

Séssil 257 90,5 

Total 284 100 

Classificação 

Histológica 

LDA 192 67,6 

SSP 25 8,8 

HDA 22 7,7 

PH 45 15,8 

Total 284 100 

Legenda: LDA: adenoma de baixo grau; SSP: pólipo 

serrilhado séssil; HDA: adenoma de alto grau; PH: pólipo 

hiperplásico. 

 

 

5.2 Análise da expressão imunoistoquímica das proteínas estudadas 
 

 A Tabela 5 mostra a imunoexpressão das proteínas estudadas nos 

pólipos, representada por média, mediana, valor mínimo, valor máximo e 

desvio padrão. 
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Tabela 5 – Imunoexpressão das proteínas analisadas nos pólipos. 

Proteína n* Média Mediana Mínimo Máximo Desvio padrão 

PARQUINA 284 10,5 9,7 0,6 30,5 6,1 

APC 257 18,9 18,3 2,4 43,3 7,3 

KI67 (%) 252 43,3 40,0 10,0 80,0 14,8 

PI3K 281 1283 486 7 8702 1779 

COX-2 278 9688 10190 100 18279 3145 

PTEN 283 2765 2173 161 11621 1969 

* Os diferentes valores de “n” devem-se ao fato de o material amostral dos pólipos ser de 

dimensões muito pequenas, o que fez com que nem todos pudessem ser cortados várias 

vezes para montagem das lâminas de TMA, necessárias ao estudo imunoistoquímico. 

 

 A seguir, para cada uma destas proteínas, tomou-se como referência a 

PARQUINA e APC e testou-se a hipótese nula de que não existe correlação 

entre a imunoexpressão de cada uma delas em relação aos demais 

marcadores (coeficiente de correlação igual a zero), versus a hipótese 

alternativa de que existe correlação (coeficiente de correlação diferente de 

zero). Na Tabela 6, abaixo, são apresentados os coeficientes de correlação de 

Pearson estimados e os valores de p dos testes estatísticos. Identificamos 

correlação positiva (p<0,001) entre a PARQUINA e as proteínas APC, PI3K e 

COX-2; bem como entre APC e PI3K, COX-2 e PTEN. Apesar de 

estatisticamente significativa, os coeficientes menores do que 0,5 implicam em 

uma fraca correlação entre as variáveis. 

 
Tabela 6 –  Correlação entre PARQUINA e APC e outros 

marcadores 

Variáveis n Coeficiente de correlação de Pearson Valor de p* 

PARQUINA x APC 257 0,23 <0,001* 

PARQUINA x PI3K 281 0,28 <0,001* 

PARQUINA x COX-2 278 0,31 <0,001* 

PARQUINA x PTEN 283 0,10 0,097 

PARQUINA x KI67 252 -0,09 0,171 

APC x PI3K 256 0,12 0,049* 

APC x COX-2 252 0,28 <0,001* 

APC x PTEN 257 0,14 0,026* 

APC x KI67 229 0,11 0,097 

 * Valores de p<0,05. 
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 Nas próximas duas tabelas, são apresentadas estatísticas descritivas 

da expressão de PARQUINA e APC entre os pacientes portadores de pólipos 

(Tabela 7) e dentro do grupo de pólipos considerados independentemente 

(Tabela 8), de acordo com as classificações das variáveis analisadas e os 

valores de p dos testes estatísticos. Para cada variável testou-se a hipótese 

nula de que as médias de imunopositividade dos marcadores analisados são 

iguais para todas as classificações da variável aplicada, versus a hipótese 

alternativa de que as médias não são todas iguais. 

 Ao se comparar a expressão da PARQUINA e APC com relação ao 

sexo, idade e ocorrência de múltiplos pólipos, não se observou diferença 

(Tabela 7). 

 
Tabela 7 – Análise da imunoexpressão de PARQUINA e APC entre os pacientes 

portadores de pólipos, quanto às variáveis: sexo, idade e multiplicidade de pólipos. 

Variável	
   Classificação	
  

PARQUINA	
   APC	
  

n*	
   Média	
  
Desvio	
  

padrão	
  
p**	
   n*	
   Média	
  

Desvio	
  

padrão	
  
p**	
  

Sexo	
  
Feminino	
   100	
   10,7	
   6,0	
  

0,417	
  
89	
   19,3	
   6,8	
  

0,461	
  
Masculino	
   122	
   10,1	
   5,9	
   116	
   18,6	
   6,9	
  

Idade	
  

≤	
  45	
  anos	
   45	
   10,9	
   6,0	
  

0,780	
  

41	
   18,1	
   7,8	
  

0,181	
  46	
  a	
  55	
  anos	
   58	
   10,1	
   6,3	
   55	
   17,8	
   5,7	
  

≥	
  56	
  anos	
   119	
   10,3	
   5,7	
   109	
   19,7	
   7,0	
  

Multiplicidade	
  

de	
  pólipos	
  

Único	
   100	
   9,9	
   6,5	
  
0,300	
  

92	
   18,7	
   6,8	
  
0,692	
  

Mais	
  de	
  1	
   122	
   10,8	
   5,4	
   113	
   19,0	
   6,9	
  

* Os diferentes valores de “n” devem-se ao fato de o material amostral dos pólipos ser de dimensões 

muito pequenas, o que fez com que nem todos pudessem ser cortados várias vezes para montagem 

das lâminas de TMA, necessárias ao estudo imunoistoquímico de PARQUINA e APC; 

** Teste t de Student para amostras independentes (sexo e multiplicidade) ou ANOVA com um fator 

(idade), p<0,05. 

 

 Por outro lado, ao se observar a Tabela 8, notamos que houve 

diferença para a expressão de APC, sendo maior nos pólipos encontrados no 

lado direito do cólon (p = 0,016). Quanto à expressão da PARQUINA, houve 

diferença apenas em relação à classificação histológica do pólipo (p<0,001). 

Devido a esse fato, realizaram-se comparações duas a duas entre os subtipos 

histológicos, apresentadas na Tabela 9.  
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 Assim, a Tabela 9 apresenta as comparações entre os subtipos 

histológicos, analisados dois a dois, para a imunoexpressão de PARQUINA. 

Essas comparações mostraram que há diferença entre os adenomas com 

displasia de baixo grau (LDA) em relação a todos os outros subtipos (para 

valores de p<0,05). A expressão em LDA é menor. 

 
Tabela 8 – Analise da imunoexpressão de PARQUINA e APC no grupo de pólipos, em 

relação às variáveis de lateralidade, tamanho, aspecto, grau de diferenciação e 

histologia. 

Variável	
   Classificação	
  
PARQUINA	
   APC	
  

n*	
   Média	
   Desvio	
  padrão	
   p**	
   n*	
   Média	
   Desvio	
  padrão	
   p**	
  

Lateralidade	
  
Direito	
   121	
   10,9	
   6,0	
  

0,357	
  
114	
   20,1	
   7,6	
  

0,016	
  
Esquerdo	
   163	
   10,2	
   6,1	
   143	
   17,9	
   6,9	
  

Tamanho	
  

<	
  4	
  mm	
   68	
   11,0	
   6,7	
  

0,583	
  

63	
   18,7	
   6,9	
  

0,170	
  4	
  a	
  10	
  mm	
   186	
   10,3	
   6,0	
   169	
   18,5	
   7,1	
  

>	
  10	
  mm	
   30	
   11,0	
   5,4	
   25	
   21,5	
   8,8	
  

Aspecto	
  
Pediculado	
   27	
   8,6	
   4,6	
  

0,077	
  
19	
   19,2	
   8,5	
  

0,857	
  
Séssil	
   257	
   10,7	
   6,2	
   238	
   18,8	
   7,2	
  

Grau	
  de	
  diferenciação	
  
Baixo	
   262	
   10,4	
   6,1	
  

0,177	
  
240	
   18,8	
   7,3	
  

0,516	
  
Alto	
   22	
   12,2	
   6,1	
   17	
   20,0	
   7,8	
  

Classificação	
  

histológica	
  

LDA	
   192	
   9,2	
   5,6	
  

<0,001	
  

176	
   18,7	
   7,5	
  

0,068	
  
SSP	
   25	
   12,8	
   6,0	
   20	
   22,5	
   7,8	
  

HDA	
   22	
   12,2	
   6,1	
   17	
   20,0	
   7,8	
  

PH	
   45	
   14,1	
   6,2	
   44	
   17,5	
   5,6	
  

* Os diferentes valores de “n” devem-se ao fato de o material amostral dos pólipos ser de dimensões 

muito pequenas, o que fez com que nem todos pudessem ser cortados várias vezes para montagem 

das lâminas de TMA, necessárias ao estudo imunoistoquímico de PARQUINA e APC; 

** Teste t de Student para amostras independentes (lateralidade, aspecto e grau de diferenciação) ou 

ANOVA com um fator (tamanho e classificação histológica), p<0,05. 

 

Tabela 9 – Comparações entre os grupos de classificação histológica entre si, 

analisados dois a dois, em relação à imunoexpressão de PARQUINA. 

Classes histológicas p* 

LDA   x   SSP 0,003* 
LDA   x  HDA 0,021* 

LDA x  PH <0,001* 
SSP  x  HDA 0,717 
SSP  x  PH 0,371 
HDA  x  PH 0,206 

*ANOVA com um fator, p<0,05. 
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5.3 Análise da expressão de PARQUINA e APC por modelo de 
regressão linear multinível 
 

 Entendemos que as análises apresentadas anteriormente podem 

apresentar viés. Na análise da Tabela 7, estamos considerando que pólipos 

dentro de um mesmo paciente são independentes, o que não é uma 

suposição sustentável. Já na Tabela 8, estamos considerando a média de 

expressão de PARQUINA e APC de todos os pólipos de um mesmo paciente, 

desconsiderando uma possível variabilidade das expressões de marcadores 

desses pólipos. Para evitar estas duas fontes de confusão, foi necessário usar 

um modelo de análise que considere os pólipos dentro do mesmo paciente. 

 Para tanto, foram ajustados modelos de regressão linear multinível para 

a expressão de PARQUINA definindo-se dois níveis: pólipo (nível 1) e 

paciente (nível 2). Inicialmente, foi ajustado o modelo nulo, ou seja, sem 

quaisquer variáveis explicativas. A partir do ajuste deste modelo, foi estimado 

o coeficiente de correlação intraclasse (ICC) para a PARQUINA (0,365) e APC 

(0,322). Isto significa dizer que 36,5% das variações na expressão da 

PARQUINA e 33,2% das variações na expressão de APC são explicadas 

pelas variações entre pacientes, justificando a necessidade de se considerar 

uma estrutura hierárquica dos dados na análise.  

 Em seguida, foram ajustados modelos para a expressão dos 

marcadores, incluindo cada uma das variáveis relativas aos pólipos (nível 1) e 

cada uma das variáveis relativas aos pacientes (nível 2), de modo que o pólipo 

está “aninhado” (nested) ao paciente (modelos univariados). Para cada 

modelo (variável), testou-se a hipótese nula de que não há associação entre a 

variável e a expressão do marcador (coeficiente linear igual a zero), versus a 

hipótese alternativa de que há associação (coeficiente linear diferente de 

zero). Nas Tabelas 10 (PARQUINA) e 11 (APC) abaixo são apresentados, 

para cada variável, o valor estimado dos coeficientes lineares e o intervalo de 

confiança de 95% (IC 95%) para estes coeficientes. 

 A Tabela 10 indica que houve significância estatística para associação 

da expressão de PARQUINA em relação a todas as classes histológicas dos 

pólipos e para expressão dos marcadores PI3K, COX-2 e PTEN, com 

coeficiente positivo. Na Tabela 11, que analisa a expressão do APC em 
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relação às mesmas variáveis, verifica-se significância em relação à localização 

do pólipo no cólon esquerdo (incluindo reto), ao grupo de pólipos serrilhados 

sésseis (SSP) e aos marcadores PI3K, COX-2 e PTEN. 

 
Tabela 10 - Avaliação da associação entre variáveis relativas ao pólipo e 

variáveis relativas ao paciente considerando uma estrutura hierárquica para a 

imunoexpressão da PARQUINA 

Variável Coeficiente estimado IC 95% Valor de p* 

Variáveis relativas a paciente    

Idade (ref: ≤ 45 anos) - - - 

46 a 55 anos -0,86 -3,18 ; 1,45 0,464 

≥ 56 anos -0,33 -2,35 ; 1,70 0,752 

Sexo (ref: feminino) -0,36 -1,89 ; 1,16 0,640 

Pólipo (ref: único) 0,84 -0,70 ; 2,38 0,283 

    

Variáveis relativas a pólipo    

Localização (ref: esquerdo) 0,47 -0,89 ; 1,83 0,501 

Aspecto (ref: pediculado) 1,51 -0,93 ; 3,94 0,226 

Tamanho (ref: < 4 mm)    

< 4 mm - - - 

4 a 10 mm -0,93 -2,63 ; 0,76 0,281 

> 10 mm 0,44 -2,16 ; 3,05 0,739 

Grau de diferenciação (ref: baixo) 1,70 -0,81 ; 4,22 0,184 

Classificação histológica (ref: LDA)    

LDA - - - 

SSP 3,76 1,36 ; 6,15 0,002* 

HDA 2,86 0,44 ; 5,29 0,021* 

PH 4,83 2,97 ; 6,69 <0,001* 

PI3K (dividido por 1000) 1,32 0,95 ; 1,69 <0,001* 

COX-2 (dividido por 1000) 0,63 0,41 ; 0,84 <0,001* 

PTEN (dividido por 1000) 0,57 0,22 ; 0,92 0,001* 

KI67 (dividido por 10) -0,47 -0,97 ; 0,02 0,062 

*Modelo de Regressão Linear Multinível, p<0,05. 
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Tabela 11 - Avaliação da associação entre variáveis relativas ao 

pólipo e variáveis relativas ao paciente considerando uma estrutura 

hierárquica para a imunoexpressão de APC. 

Variável 
Coeficiente 

estimado 
IC 95% Valor de p* 

Variáveis relativas a paciente    

Idade (ref: ≤ 45 anos) - - - 

46 a 56 anos -0,44 -3,29; 2,41 0,761 

≥ 56 anos 1,42 -1,10 ; 3,93 0,269 

Sexo (ref: feminino) -0,95 -2,84 ; 0,93 0,324 

Pólipo (ref: único) 0,41 -2,50 ; 2,33 0,672 

    

Variáveis relativas a pólipo    

Localização (ref: esquerdo) 2,20 0,51 ; 3,90 0,011* 

Aspecto (ref: pediculado) -0,85 -4,22 ; 2,53 0,623 

Tamanho (ref: < 4 mm)    

< 4 mm - - - 

4 a 10 mm -0,09 -2,18 ; 2,00 0,934 

> 10 mm 2,76 -0,55 ; 6,07 0,102 

Grau de diferenciação (ref: baixo) 1,47 -1,97; 4,91 0,403 

Classificação histológica (ref: LDA)    

LDA - - - 

SSP 3,54 0,26 ; 6,82 0,03* 

HDA 1,51 -1,94 ; 4,96 0,391 

PH -1,32 -3,68 ; 1,03 0,271 

PI3K (dividido por 1000) 0,59 0,10 ; 1,09 0,018* 

COX2 (dividido por 1000) 0,61 0,34 ; 0,88 <0,001* 

PTEN (dividido por 1000) 0,56 0,13 ; 0,99 0,011* 

KI67 (dividido por 10) 0,60 -0,03 ; 1,22 0,062 

*Modelo de Regressão Linear Multinível, p<0,05. 

 

 

5.4 Comparação entre pólipos e adenocarcinomas 
 

 Na Tabela 12 estão os valores da imunoexpressão da PARQUINA, 

APC e KI67, para os pólipos e os adenocarcinomas. Nesta análise, os pólipos 

de um mesmo paciente foram considerados independentemente. Foi 

encontrada maior expressão da PARQUINA e do APC nos adenocarcinomas, 
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com uma média de imunopositividade superior em relação aos pólipos 

(p<0,001). Por outro lado, a imunopositividade da proteína KI67 foi superior 

nos pólipos (p = 0,027). 

 
Tabela 12 – Valores de imunoexpressão da PARQUINA, APC e Ki67, 

para os pólipos e os adenocarcinomas. 

Marcador	
   Grupo	
   n*	
   Média	
   Desvio	
  padrão	
   Valor	
  de	
  p**	
  

PARQUINA	
  
Pólipo	
   284	
   10,5	
   6,1	
  

<0,001	
  
Adenocarcinoma	
   73	
   16,5	
   8,6	
  

APC	
  
Pólipo	
   257	
   18,9	
   7,3	
  

<0,001	
  
Adenocarcinoma	
   72	
   32,5	
   14,1	
  

KI67	
  
Pólipo	
   252	
   43,3	
   14,8	
  

0,027	
  
Adenocarcinoma	
   73	
   39,0	
   14,1	
  

* Os diferentes valores de “n” devem-se ao fato de o material amostral dos pólipos ser de 

dimensões muito pequenas, o que fez com que nem todos pudessem ser cortados várias 

vezes para montagem das lâminas de TMA, necessárias ao estudo imunoistoquímico de 

PARQUINA, APC e Ki67; 

** Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05. 

 

 A Tabela 13 mostra a formação de quatro subgrupos, definidos pelo 

grau de diferenciação dos pólipos e adenocarcinomas, considerando os 

pólipos como independentes dentro de um mesmo paciente. Observando os 

resultados, verifica-se que há maior expressão da PARQUINA nos 

adenocarcinomas de baixo grau, ao passo que há maior expressão da 

proteína APC nos adenocarcinomas de alto grau (p<0,001). Para a expressão 

de KI67, não encontramos diferença entre os subgrupos. 
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Tabela 13 – Subgrupos, definidos pelo grau de diferenciação dos pólipos e 

adenocarcinomas, considerando os pólipos como independentes dentro de um 

mesmo paciente. 

Variável	
   Subgrupos	
   n*	
   Média	
   Mediana	
   Desvio	
  padrão	
   Valor	
  de	
  p**	
  

PARQUINA	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
   262	
   10,4	
   9,6	
   6,1	
  

<0,001	
  
Pólipo	
  alto	
  grau	
   22	
   12,2	
   11,6	
   6,1	
  

Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
   64	
   16,8	
   15,1	
   8,6	
  

Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   8	
   15,3	
   19,8	
   8,4	
  

APC	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
   240	
   18,8	
   18,3	
   7,3	
  

<0,001	
  
Pólipo	
  alto	
  grau	
   17	
   20,0	
   19,6	
   7,8	
  

Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
   64	
   32,4	
   31,6	
   14,0	
  

Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   8	
   33,2	
   34,6	
   16,5	
  

KI67	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
   233	
   42,9	
   40,0	
   14,7	
  

0,080	
  
Pólipo	
  alto	
  grau	
   19	
   48,4	
   40,0	
   15,7	
  

Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
   64	
   39,2	
   38,0	
   13,6	
  

Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   8	
   39,5	
   44,5	
   17,8	
  

* Os diferentes valores de “n” devem-se ao fato de o material amostral dos pólipos ser de dimensões 

muito pequenas, o que fez com que nem todos pudessem ser cortados várias vezes para montagem das 

lâminas de TMA, necessárias ao estudo imunoistoquímico de PARQUINA, APC e Ki67; 

*ANOVA com um fator, p<0,05. 

 

 Considerando-se que foi encontrada diferença entre os grupos em 

relação a PARQUINA e APC, para estas variáveis os grupos foram 

comparados dois a dois. Na Tabela 14, abaixo, são apresentados os valores 

de p dessas comparações.  

 
Tabela 14 – Expressão das proteínas estudadas para os 

subgrupos, definidos pelo grau de diferenciação dos pólipos e 

adenocarcinomas, comparados dois a dois. 

Grupos	
  comparados	
  
Valor	
  de	
  p*	
  

PARQUINA	
   APC	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
  	
  x	
  	
  Pólipo	
  alto	
  grau	
   0,217	
   0,608	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
  	
  x	
  	
  Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
   <0,001*	
   <0,001*	
  

Pólipo	
  baixo	
  grau	
  	
  x	
  	
  Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   0,039*	
   <0,001*	
  

Pólipo	
  alto	
  grau	
  	
  x	
  	
  Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
   0,005*	
   <0,001*	
  

Pólipo	
  alto	
  grau	
  	
  x	
  	
  Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   0,258	
   0,001*	
  

Adenocarcinoma	
  baixo	
  grau	
  	
  x	
  	
  Adenocarcinoma	
  alto	
  grau	
   0,549	
   0,817	
  

*ANOVA com um fator, p<0,05. 
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 Analisamos, em seguida, estes subgrupos dentro da estrutura 

hierárquica multinível, estimando o coeficiente linear (IC 95%) sobre a 

expressão dos marcadores, que estão representados na Tabela 15. A partir 

disso, pudemos gerar os Gráficos 1, 2 e 3.  

 
Tabela 15 – Análise do efeito conjunto de pólipo/adenocarcinoma e grau de 

diferenciação sobre a expressão de PARQUINA, APC e KI67, considerando a 

estrutura hierárquica multinível. 

Marcador	
   Variável	
  
Coeficiente	
  

estimado	
  
IC	
  95%	
   Valor	
  de	
  p**	
  

PARQUINA	
  
Grau	
  de	
  diferenciação	
  (ref:	
  baixo)	
   0,94	
   -­‐1,43;	
  3,31	
   0,437	
  

pólipo/adenocarcinoma	
  (ref:	
  pólipo)	
   6,19	
   4,43;	
  9,95	
   <0,001**	
  

APC	
  
Grau	
  de	
  diferenciação	
  (ref:	
  baixo)	
   1,52	
   -­‐2,05;	
  5,09	
   0,405	
  

pólipo	
  /adenocarcinoma	
  (ref:	
  pólipo)	
   13,5	
   11,0;	
  15,9	
   <0,001**	
  

KI67*	
  
Grau	
  de	
  diferenciação	
  (ref:	
  baixo)	
   0,40	
   -­‐0,17;	
  0,97	
   0,172	
  

pólipo	
  /adenocarcinoma	
  (ref:	
  pólipo)	
   -­‐0,42	
   -­‐0,80;	
  -­‐0,04	
   0,032**	
  

* KI67 dividido por 10; ** p<0,05. 

 

 

 No modelo da PARQUINA (Gráfico 1) encontramos resultado (p<0,001) 

para maior expressão do gene PARK2 no conjunto de adenocarcinomas, em 

relação aos pólipos, na presença de outra variável incluída no modelo (grau de 

diferenciação). No Gráfico 2, modelo do APC, também verificamos este 

resultado para adenocarcinomas (p<0,001). Analisando este modelo para o 

KI67 (Gráfico 3), encontramos maior expressão do marcador em pólipos (p = 

0,032). 
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Gráfico 1 – Análise multinível do efeito conjunto de 

pólipo/adenocarcinoma e grau de diferenciação sobre a 

expressão de PARQUINA. 

 

 
Gráfico 2 – Análise multinível do efeito conjunto de 

pólipo/adenocarcinoma e grau de diferenciação sobre a 

expressão de APC. 
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Gráfico 3 – Análise multinível do efeito conjunto de 

pólipo/adenocarcinoma e grau de diferenciação sobre a 

expressão de KI67. 
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6. DISCUSSÃO 
 

 Os resultados do presente estudo revelam maior expressão de 

PARQUINA e APC em adenocarcinomas do que nos pólipos analisados. Com 

relação ao KI67, o achado foi inverso, maior expressão nos pólipos. 

 Considerando a diferença observada em relação à expressão de 

PARQUINA e APC, foi decidido analisá-los, pólipos e adenocarcinomas, em 

subgrupos, definidos pelo grau de diferenciação, e compará-los dois a dois 

(Tabela 13). 

 Neste caso, também foram encontradas diferença significativa (p<0,05) 

para PARQUINA e APC, com valores de imunoexpressão superiores em 

adenocarcinomas (de alto e baixo grau) quando comparados com pólipos 

(com displasia de alto e baixo grau). 

 Tal fato sugere que à medida que um pólipo neoplásico se 

desdiferencia evolutivamente, caminhando para a formação de um 

adenocarcinoma, a expressão de PARQUINA e APC aumenta, ao contrário do 

que inicialmente era esperado. Ora, se ambos são produtos de genes 

supressores tumorais, quando mutados estariam favorecendo a evolução 

neoplásica, desta forma, deveriam ser expressos em quantidades 

progressivamente menores. Entretanto, esta premissa não pôde ser 

confirmada com os resultados observados. Por outro lado, é importante notar 

que a análise imunoistoquímica realizada não permite investigar se a proteína 

expressa é funcional ou não. 

 A seguir, os subgrupos foram analisados dentro da estrutura 

hierárquica multinível, com o objetivo de se evitar um possível viés de 

interpretação. Caso contrário, os pólipos dentro de um mesmo paciente 

estariam sendo considerados independentes, o que não é uma suposição 

sustentável. E também uma possível variabilidade de expressão dos 

marcadores PARQUINA, APC e KI67 estaria sendo desconsiderada, nesses 

pólipos. Daí a necessidade de se utilizar o modelo multinível, que considera a 

estrutura hierárquica dos pólipos dentro de um mesmo paciente, já que 55% 

dos pacientes portadores de pólipos incluídos no estudo tiveram mais de um 

pólipo que foi removido e analisado. 

 De fato, depois da análise multinível, com 4 subgrupos de pólipos e 
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carcinomas, na presença da variável “grau de diferenciação”, foi confirmado 

que ocorre maior expressão de PARQUINA e APC no conjunto de 

adenocarcinomas (p<0,001) do que nos grupos de pólipos (Gráficos 1 e 2). 

 Igualmente, ao analisar a estrutura hierárquica multinível para a 

imunoexpressão de APC, foi identificada uma maior expressão desta proteína 

para pólipos no lado esquerdo do cólon, estatisticamente significativo (p = 

0,011), o que é esperado na via clássica do modelo de carcinogênese. 

Corroborando, assim, as conclusões anteriores225 que sugerem que os 

resultados observados com esses marcadores podem estar associados com a 

progressão de lesões precursoras para o câncer colorretal.  

 Quanto ao marcador KI67, novamente o oposto se verifica, maior 

expressão em pólipos do que em carcinomas (Gráfico 3), apesar de uma 

menor significância estatística (p = 0,032). 

 Estes resultados se aproximam, pelo menos em parte, dos encontrados 

por Poulougiannis et al.193, que verificaram que a deleção ou alteração no 

gene PARK2 estaria intrinsicamente relacionada à deficiência de expressão do 

gene APC, sendo que ambos estariam cooperando conjuntamente para 

acelerar a progressão tumoral, conforme os autores observaram em 

experimentos com camundongos knockout para estes genes. Estes animais 

apresentaram um crescimento acelerado de adenomas, quando comparados 

com animais mutados apenas para APC. Este foi um dos estudos mais 

marcantes em sugerir o gene PARK2 como supressor tumoral no carcinoma 

colorretal. 

 Um artigo de revisão abordando o papel da PARQUINA em 

carcinogênese, publicado por Xu et al.229, explora os mecanismos de 

inativação genética de PARK2 conhecidos até o momento. Além disso, 

comenta o fato de alguns estudos biológicos mostrarem funções pró-

sobrevivência e de supressão de crescimento celular, para a PARQUINA. 

 Há crescente aumento nas evidências que mostram a inativação 

somática do gene PARK2 em vários tipos de câncer humanos, embora a 

associação entre genótipo e susceptibilidade ao câncer ainda seja motivo de 

grande debate193,196,197,203. Esses mecanismos de inativação podem ocorrer 

por mais de uma via, como mutação, alteração do número de cópias, 

hipermetilação e pela expressão de proteínas (mRNA) aberrantes. Análises 
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por sequenciamento de próxima geração reportam que a frequência de 

mutações de PARK2 em CCR estariam entre 2,4 – 5,6%229. Além disso, 

diversas linhagens celulares de câncer abrigando essas mutações foram 

identificadas em locais bem conservados da estrutura genética.  

 Perda de heterozigosidade e alteração no número de cópias de DNA 

foram encontradas em outros tipos de câncer, diferentes do colorretal, ao 

passo que hipermetilação do promotor é um mecanismo epigenético comum 

para alterar a expressão gênica, tendo sido encontrado em 4,7% dos casos de 

CCR193. Além destes mecanismos, splicing alternativo ou aberrante também 

pode levar a expressão anormal de PARK2, cujos transcritos foram 

identificados em 42% de portadores de carcinoma colorretal.   

 Estudos com moscas e ratos mutantes para PARK2 mostraram defeitos 

em mecanismos de defesa antioxidante230. A expressão ectópica de 

PARQUINA reduz o nível de espécies reativas de oxigênio (ROS) e aumenta o 

nível celular de glutationa, ao passo que mutações em PARK2 reduzem os 

níveis de glutationa e aumentam o dano oxidativo intracelular. Assim, a perda 

de PARK2 pode contribuir para a produção de ROS durante a transformação 

oncogênica, semelhante ao efeito da inativação de TP53231. Paradoxalmente, 

a atividade da PARQUINA pode ser necessária para os tumores dependentes 

de KRAS manterem o controle de qualidade mitocondrial e absorverem o 

stress oxidativo, pois a geração de espécies reativas de oxigênio mitocondrial 

é essencial para o crescimento destes tumores232. Neste contexto, PARK2 

torna-se uma proteína a favor da sobrevivência em células cancerígenas 

transformadas pelo KRAS. Por outro lado, o excesso de ROS modula a 

sulfonação, desdobramento de proteínas e solubilidade da PARQUINA, 

levando à redução da sua atividade.  

 Interessante notar que estes dados, embora necessitem estudos mais 

aprofundados, criam uma expectativa de que a inativação de PARK2, em 

tumores avançados seria um fator protetor, ou de melhor prognóstico, com 

aumento, pelo menos teórico, de sobrevida. Assim, consideramos notável que 

os achados do presente estudo evidenciaram aumento significativo da 

expressão de PARQUINA (e também de APC) em adenocarcinomas 

colorretais em comparação com pólipos neoplásicos, muito embora essa 

análise não tenha sido correlacionada com fatores prognósticos. Não é 
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possível deixar de mencionar que tal fato está em consonância com os 

achados da pesquisa anterior, em que houve aumento da expressão de 

PARQUINA nos adenocarcinomas colorretais avançados204. Este aumento de 

expressão foi correlacionado positivamente com aumento de sobrevida e, 

portanto, melhor prognóstico em comparação com carcinomas de mais baixo 

grau e em estádios menos avançados de desenvolvimento. 

 Essa correlação específica não encontra relatos semelhantes na 

literatura, o que nos leva a supor que os níveis elevados de PARQUINA 

encontrados em nossas amostras de CCR, estariam envolvidos em 

mecanismos de controle da progressão tumoral por meio da influência em 

alguma outra via, ou proteína.   
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7. CONCLUSÕES 
 
 

a) Houve fraca correlação entre a expressão, em pólipos, de PARQUINA e de 

APC, PI3K, COX-2, bem como entre a expressão de APC e de PI3K, COX-2, 

PTEN; 

 

b) Não houve correlação entre variáveis relativas aos pacientes (sexo, idade e 

multiplicidade de pólipos) e a expressão de PARQUINA, APC e KI67; 

 

c) Considerando uma estrutura hierárquica multinível, foi possível observar 

associação entre a expressão de:  

i. PARQUINA e todas as classes histológicas dos pólipos (SSP, HDA e PH); 

ii. PARQUINA e de PI3K, COX-2 e PTEN; 

iii. APC e localização do pólipo no cólon esquerdo (incluindo reto); 

iv. APC e o grupo de pólipos serrilhados sésseis (SSP); 

v. APC e a expressão de PI3K, COX-2 e PTEN. 

 

d) A análise do efeito conjunto de pólipos e adenocarcinomas, pelo grau de 

diferenciação, sobre a expressão de PARQUINA, APC e KI67, considerados 

no contexto da estrutura hierárquica multinível, revelou maior expressão de 

PARQUINA e APC em adenocarcinomas do que nos pólipos analisados. Com 

relação ao KI67, o achado foi inverso, sua maior expressão foi encontrada nos 

pólipos com displasia de alto grau. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 Podemos afirmar, pelos resultados apresentados, que a expressão 

tecidual de PARQUINA em pólipos e adenocarcinomas colorretais tem um 

comportamento que acompanha a expressão de outra proteína, muito mais 

bem estabelecida como supressora tumoral, a APC. Ambas tendem a ser 

expressas de maneira sinérgica, aumentando ou diminuindo juntas. Com 

relação à sua atuação no modelo de progressão tumoral de Vogelstein165, 

admite-se como evento inicial nos tumores da via “clássica”, ou seja, do cólon 

esquerdo, a mutação de APC. A partir daí, uma sequência de eventos ocorrem 

em diversas fases da evolução de um pólipo, até que acumule mutações 

suficientes para apresentar-se com displasia, que irá invariavelmente evoluir 

para carcinoma. Tem sido sugerido que a proteína multifuncional PARQUINA, 

produto do gene PARK2, tenha função supressora tumoral, semelhante ao 

APC, porém sua posição no modelo de Vogelstein nunca foi proposto. A 

análise da expressão destes genes, em amostras sequenciais de pólipos 

neoplásicos e de adenocarcinomas colorretais poderia auxiliar no 

esclarecimento desta hipótese. Inesperadamente, os valores de 

imunoexpressão encontrados para ambos os marcadores revelaram-se 

progressivamente maiores, conforme caminhamos numa sequência de 

adenomas para adenocarcinomas. Isto significa que a eventual mutação 

destes genes, fato que leva a uma esperada redução de sua expressão nos 

primeiros eventos da via clássica, resulta paradoxalmente num aumento da 

expressão mais tardiamente, quando a célula tornou-se maligna e com alto 

potencial de invasão tumoral e agressividade (neoplasias pouco 

diferenciadas). Concomitantemente, poderíamos esperar um aumento do 

marcador de divisão celular e formação de proteínas de membrana, o KI67, 

porém os dados apresentados revelam um comportamento inversamente 

proporcional ao da PARQUINA e APC. Tais dados necessitam de validação 

em estudos com populações amostrais maiores e, preferencialmente, em 

vários centros, para que se possa afirmar com maior grau de acurácia o papel 

da PARQUINA nos carcinomas colorretais e sua relação com APC e outras 

proteínas que atuam no ciclo celular. 
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 Pelo exposto, concluímos que a PARQUINA e o APC têm 

comportamento biológico semelhante, no que se refere à supressão tumoral, 

porém com tendência a aumento “de novo” de sua expressão conforme a 

célula neoplásica avança na sequencia adenoma-adenocarcinoma. Resta 

saber se o aumento dos níveis proteicos observados é acompanhado de 

função biológica compatível, em nível celular, o que é motivo para se 

prosseguir nas investigações. 
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