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RESUMO

Objetivo: Avaliar o complexo de destruicdo da betacatenina no
carcinoma colorretal e no adenoma do colo pela expressao das
proteinas betacatenina, adenomatous polyposis coli, GSK3p, axina
e ubiquitina. Métodos: Amostras de tecidos de 64 doentes com
carcinoma colorretal e de 53 pacientes com adenoma do colo foram
analisadas. Blocos de tecidos foram submetidos ao estudo imuno-
histoquimico com anticorpos policlonais nos tecidos do carcinoma,
mucosa nao neopldsica adjacente e adenoma. A imunorreatividade
foi avaliada pela porcentagem de positividade de células coradas e
pela intensidade do grau de coloragao das proteinas no citoplasma
e no nucleo das células. Na andlise estatistica, foram utilizados o
coeficiente de correlagdo de Spearman, os testes t de Student,
%2 Mann-Whitney e de McNemar, e a andlise de regresséo logistica
univariada. Resultados: No carcinoma colorretal, as expressoes da
betacatenina e da adenomatous polyposis coli foram significativamente
maiores do que em adenomas do colo (p<0,001 e p<0,0001,
respectivamente). A imunorreatividade das proteinas GSK3[3, axina
1 e ubiquitina foi significativamente maior (p=0,03, p=0,039
e p=0,03, respectivamente) no carcinoma colorretal do que no
adenoma e na mucosa ndo neoplasica adjacente. A coloragao
imuno-histoquimica dessas proteinas nao apresentou diferengas
significantes em relagdo as caracteristicas clinicopatolégicas do
cancer colorretal e do adenoma. Conclusdoes: Em adenomas, as
menores expressdes de betacatenina, axina 1 e GSK3( indicaram
que o complexo de destruicéo da betacatenina estava conservado,
enquanto que, no carcinoma colorretal, 0 aumento das expressoes da
betacatenina, GSK33, 1 axina, e ubiquitina indicaram que o complexo
de destruicéo de betacatenina estava alterado.

Descritores: Neoplasias colorretais; Adenoma; Imuno-histoquimica;
beta Catenina; Genes APC; Glicogénio sintase; Proteina axina; Ubiquitina;
Via de sinalizagdo Wnt

ABSTRACT

Objective: To evaluate the destruction complex of beta-catenin
by the expression of the proteins beta-catetenin, adenomatous
polyposis coli, GSK3f, axin and ubiquitin in colorectal carcinoma
and colonic adenoma. Methods: Tissue samples from 64 patients
with colorectal carcinoma and 53 patients with colonic adenoma
were analyzed. Tissue microarray blocks and slides were prepared
and subjected to immunohistochemistry with polyclonal antibodies in
carcinoma, adjacent non-neoplastic mucosa, and adenoma tissues.
The immunoreactivity was evaluated by the percentage of positive
stained cells and by the intensity assessed through of the stained
grade of proteins in the cytoplasm and nucleus of cells. In the
statistical analysis, the Spearman correlation coefficient, Student’s
t, x2 Mann-Whitney, and McNemar tests, and univariate logistic
regression analysis were used. Results: In colorectal carcinoma,
the expressions of beta-catenin and adenomatous polyposis coli
proteins were significantly higher than in colonic adenomas (p<0.001
and p<0.0001, respectively). The immunoreactivity of GSK3p,
axin 1 and ubiquitin proteins was significantly higher (p=0.03,
p=0.039 and p=0.03, respectively) in colorectal carcinoma than
in the colonic adenoma and adjacent non-neoplastic mucosa. The
immunohistochemistry staining of these proteins did not show
significant differences with the clinical and pathological characteristics
of colorectal cancer and colonic adenoma. Conclusions: These results
suggest that, in adenomas, the lower expression of the beta-catenin,
axin 1 and GSK3p proteins indicated that the destruction complex
of beta-catenin was maintained, while in colorectal carcinoma, the
increased expression of beta-catenin, GSK3[3, axin 1, and ubiquitin
proteins indicated that the destruction complex of beta-catenin was
disrupted.

Keywords: Colorectal neoplasms; Adenoma; Immunohistochemistry;
beta Catenin; Genes, APC; Glycogen synthase; Axin protein; Ubiquitin;
Wht signaling pathway
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INTRODUGAO

Todas as células existem sob regulagao rigorosa de si-
nais de crescimento, apoptose, diferenciacio, intera-
coes célula-célula e interagoes célula-matriz extracelu-
lar.” O cancer colorretal (CCR) € resultado do efeito
cumulativo de diversas mutacoes dentro da célula, que
permitem que ela perca o controle de crescimento e os
mecanismos regulatérios.? Esta claro que a acumula-
¢ao de mutacgoes genéticas em uma célula clonal resulta
na transicao das células epiteliais normais do célon para
o carcinoma colorretal.®

A betacatenina, da familia das proteinas cateninas,
¢ uma proteina bifuncional, que regula a coordenagao de
adesao célula-célula e a transcricao genética.® Trata-se
de uma subunidade do complexo proteico de caderina
que age como transdutora do sinal intracelular na via de
sinalizacio Wnt.G4

A via de sinalizacdo Wnt candnica, agindo por meio
da betacatenina, modula diversos processos celulares,
incluindo a proliferacao, a sobrevivéncia, a apoptose, a
diferenciacéo, a adesao celular e a motilidade.

O efetor Wnt betacatenina é um coativador trans-
cricional que também pode sofrer mutagao para um
oncogene potente, enquanto a via de sinalizacdo Wnt
canodnica estabiliza a transcri¢ao de betacatenina.®> As
mutacgoes e a superexpressao de betacatenina estio as-

sociadas a diversos tipos de neoplasias, incluindo car-
cinoma hepatocelular, carcinoma colorretal, cancer de
pulmao, tumores malignos da mama e do ovario e car-
cinomas do endométrio.®

O excesso de betacatenina citoplasmatica € incor-
porado em um complexo de multiplas subunidades, que
inclui a destruicdo das proteinas axina 1, adenomatous
polyposis coli (APC), caseina quinase 1 (CK1) e glicogé-
nio sintase quinase 3p (GSK3p).® Na auséncia de um
sinal de Wnt, a betacatenina se liga a proteina supres-
sora de tumor APC, e essa proteina € recrutada para o
complexo de destruicdo, que promove sua fosforilagao
por axina, CK1 e GSK3p.1:4% A fosforilagao da beta-
catenina por GSK3f leva a sua ubiquitinagao, forman-
do o complexo poliubiquitina/betacatenina que, subse-
quentemente, ¢ degradado em um proteassoma.“® A
mutagao de genes corresponde a formacgao da destrui-
¢do complexa da proteina betacatenina e desencadeia
uma série de eventos que levam a ruptura do complexo
APC/axina 1/GSK3pB e a acumulagido de betacatenina
desfoforilada no citoplasma.!¥ Entdo, a proteina es-
tabilizada da betacatenina se transloca para o ntcleo,
no qual ativa a expressdo de uma variedade de genes
em associagdo com o fator de células T (TCF) e o fator
potencializador linfoide (LEF), ambos fatores de trans-
cricao que ativam os genes alvo relacionados a carcino-
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Figura 1. Via de sinalizagdo de Wnt/betacatenina. (A) Na presenca do complexo destruidor, a betacatenina é degradada via adenomatous polyposis coli/axina/
glicogénio sintase quinase 3. (B) Quando a ligagao da betacatenina com o complexo pela destruicdo néo ocorre, ela néo é fosforilada, e a proteina penetra no
nicleo da célula. Dentro do nicleo, a betacatenina liga-se a genes alvo do fator de transcrigao, fator potencializador linfoide/fator de células T, para promover

carcinogénese
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A sequéncia adenoma-carcinoma, hoje em dia, ain-
da representa o paradigma e o suporte de nosso conhe-
cimento sobre a base molecular e genética da doenca.
No CCR humano, existe a hipdtese de que a ativacao
da sinalizacao de Wnt € o evento chave para o inicio
de um adenoma, e de que mutagdes adicionais sao ne-
cessarias para que o adenoma progrida e se torne um
carcinoma.®% Ha muitas evidéncias que sugerem que a
ativacdo aberrante da sinalizacdo de Wnt apés a perda
de APC seja uma das principais causas da formacgao de
adenoma do cdlon. “® Estudos de ganho e perda de
fungao sobre proteinas Wnt e betacatenina sugeriram
que a ativacao aberrante de sinalizacdo de Wnt, apos
perda de APC, seja responsavel pelo inicio de adeno-
ma intestinal.®? Desse modo, a hiperativacio da sina-
lizacdo de Wnt € geralmente vista como o evento chave
para o inicio de um adenoma intestinal ap6s a perda
de APC.*®» Um importante passo € a elucidagdo dos
mecanismos moleculares subjacentes as fungoes coope-
rativas da sinalizacdo de Wnt, o que pode levar a iden-
tificacao de novos alvos terapéuticos para prevencao e
tratamento de cincer gastrintestinal.®%

As mutacoes genéticas acumuladas durante o de-
senvolvimento de tumores sao responsaveis pela des-
regulacdo de importantes vias de transducdo de sinal,
como Wnt, responsavel pelo crescimento celular des-
controlado, inibicdo de apoptose e imortalizacao.?*
Todavia, ainda se sabe muito pouco sobre as interagoes
e influéncias mutuas dessa via defeituosa, e sobre os
mecanismos responsaveis pela instabilidade genética,
que contribui para o estabelecimento de diversos defei-
tos genéticos necessarios para impulsionar a progressao
de malignidade de tumores.2%

Ao definir as alteracdes moleculares envolvidas no
desenvolvimento de CCR esporadico, € possivel contar
com o sucesso de segmentagao molecular especifica para
o tratamento de tumores ja estabelecidos e também para
intervengoes de quimioprofilaxia.’®

OBJETIVO

Avaliar o complexo de destruiciao de betacatenina pela
expressao de betacatenina, adenomatous polyposis coli,
glicogénio sintase quinase 33, axina e proteinas ubiqui-
tinas em carcinoma colorretal e adenoma do célon. Ao
definirmos as alteracdes proteicas da via de sinalizacao de
Wnt envolvidas no adenoma e no cancer colorretal, po-
demos contar com o sucesso de segmentacdo molecular
especifica para o tratamento de tumores ja estabelecidos.

METODOS

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal e re-
trospectivo. Um total de 64 pacientes com CCR e 53 pa-
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cientes com adenoma do célon foram estudados. Entre
2006 e 2010, 64 pacientes com CCR foram submetidos
consecutivamente a cirurgia curativa para resseccao de
tumores colorretais. Pacientes com adenoma do co6lon
tiveram seu adenoma removido por colonoscopia.

Os critérios de inclusao foram pacientes adultos
com CCR ou adenoma colorretal confirmados por ana-
lise histoldgica. Critérios de exclusao foram presenca de
neoplasia colorretal hereditaria sem polipose (sindro-
me de Lynch), CCR associado a doenga inflamatéria do
intestino e sindromes de polipose intestinal.

Em pacientes submetidos a cirurgia para CCR, 64
amostras de tecido foram obtidas do tumor e da mucosa
colorretal nao neoplésica adjacente, localizada a 10cm
da margem superior da neoplasia. Nos 53 pacientes com
adenomas de colon, 71 adenomas foram ressecados.

Entre os pacientes operados com CCR, 33 (51,6%)
eram do sexo feminino. A idade mediana foi 69,2+7,4
anos (51 a 90 anos). O CCR estava localizado no célon
em 38 (59,4%) dos pacientes e no reto em 26 (40,6%).

Com relagdo aos adenomas, 27 (50,9%) dos pa-
cientes eram do sexo masculino. A idade mediana foi
60,7+3,4 anos de idade (29 a 88 anos). Os adenomas
estavam localizados no colén esquerdo em 46 (86,9%)
dos pacientes € no c6lon direito em 7 (13,2%). Nao
houve adenomas retais.

Entre os pacientes com CCR, as informagdes foram
registradas com relacao a localizacao, tamanho, nivel
de invasdo na parede intestinal, grau de infiltrado in-
flamatorio, envolvimento de linfonodos, grau de dife-
renciacdo do tumor, invasao linfatica/vascular/neural,
Classificacdo de Tumores Malignos (TNM),® presen-
ca de metastases sincronas e imunocoloracdo (intensi-
dade da coloracdo e porcentagem de escore de células
coradas) dos anticorpos usados no tecido colorretal.
Nos pacientes com adenoma do célon, foram registra-
das estatisticas sobre as caracteristicas morfoldgicas da
neoplasia (localizacéo, tipo histoldgico e grau de atipia
celular) e a imunocoloragao (intensidade da coloracdo
e porcentagem de escore de células coradas) no tecido
coldnico.

Os tecidos foram fixados em formalina e rotineira-
mente processados embebidos em parafina para anali-
se histologica. Cortes histoldgicos com espessura de 3u
foram obtidos de cada bloco. Todas as ldminas foram
coradas com hematoxilina-eosina (HE) e revisadas pelo
patologista para confirmacao de diagnostico.

Nas laminas coradas, as areas do tumor foram iden-
tificadas para a preparacdo de microarranjo de tecido
(TMA, sigla do inglés tissue microarray). O bloco de
TMA foi preparado com o equipamento Beecher™
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD, EUA), de
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acordo com o protocolo previamente descrito usado em
nosso laboratdrio.'” Os blocos de parafina foram cor-
tados com espessura de 3um, e as laminas foram prepa-
radas para o estudo imuno-histoquimico. Os anticorpos
usados incluiam: primario policlonal de coelho antibe-
tacatenina; policlonal de coelho anti-APC; primario po-
liclonal de coelho anti-GSK3p; priméario policlonal de
coelho antiaxina; e primario policlonal de camundon-
go antiubiquitina (todos da Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, EUA). Todos os anticorpos fo-
ram utilizados com uma diluicdo de 1:100. Os contro-
les positivos utilizados incluiram tecido do c6lon nor-
mal para APC e axina, lisado de células inteiras HeLa
para GSK3p e ubiquitina, e cancer de c6lon humano
para betacatenina. Uma lamina similar foi usada como
controle negativo, subtraindo o anticorpo priméario da
reacao.

Os anticorpos antibetacatenina, anti-APC e anti-
GSK3p foram usados no tecido do CCR, adenoma de
colon e mucosa adjacente nao neopldsica. Os anticor-
pos antiaxina e antiubiquitina foram usados no tecido do
CCR e na mucosa adjacente nao neoplasica (Figura 2).

O escore de imunoexpressao foi preparado de acor-
do com o método descrito por Hao et al.©) A positivida-
de foi considerada como escore zero quando menos de
5% das células epiteliais estavam coradas na neoplasia;
escore 1, quando essa porcentagem estava entre 5% e
25%; escore 2, se entre 26% ¢ 50%:; escore 3, se entre
51% e 75%; e escore 4, se mais de 75% das células epi-
teliais estavam coradas na neoplasia. A intensidade foi
considerada como escore zero quando nao apareceram
células coradas; escore 1, quando a coloragdo estava
fraca; escore 2, quando a coloragao estava moderada; e

escore 3, quando a intensidade das células coradas esta-
va forte. O escore final da imunoexpressao, que variou
entre zero e 12, foi obtido pela multiplicacido dos esco-
res de intensidade e positividade. A imunoexpressao foi
classificada como reduzida quando o escore final estava
entre zero e 8, e como forte quando entre 9 e 12.

Todas as laminas foram analisadas por dois pes-
quisadores capacitados e independentes, sem acesso a
informacodes patoldgicas. O escore final (zero a 12) foi
resultado de um escore médio dos pesquisadores. Na
maioria dos casos, houve concordancia entre as duas
avaliacoes do escore final. Quando nao houve concor-
dancia, um escore de consenso foi adotado.

A perda por falha técnica ou resultados inconclu-
sivos impossibilitaram a avaliacdo do estudo imuno-
-histoquimico de algumas das amostras, e esses eventos
acarretaram na exclusao delas do estudo.

Os resultados quantitativos foram descritos como
média e desvio padréo, e os dados qualitativos foram
descritos como frequéncias. A correlacdo entre os es-
cores de expressao imuno-histoquimicas das proteinas
com parametros clinicopatoldgicos foi calculada pelo
coeficiente de correlacdo de Spearman. Os testes ¢ de
Student, ¥2, Mann-Whitney e McNemar foram usados
para avaliar a significancia das diferencas nos parame-
tros clinicopatoldgicos e associacdes com a imunoex-
pressao das proteinas. A andlise de regressao logistica
univariada (Anélise de Variancia — ANOVA) e a andlise
multivariada foram usadas para identificar as variaveis
dependentes e independentes. O nivel de significancia
estatistica foi definido em 5% (p<0,05), e os dados fo-
ram analisados pelo software Statistical Package for Social
Sciences® (SPSS®, Chicago, IL, USA), versao 17.0.

do cdlon, 200X; B — carcinoma colorretal, 200X), adenomatous polyposis coli (C — adenoma do célon, 200X; D — carcinoma colorretal, 200X), GSK3 (E — adenoma do
cdlon, 100X, F — carcinoma colorretal 200X), axina 1 (G — carcinoma colorretal, 100X), ubiquitina (H — carcinoma colorretal, 200X)
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O presente estudo foi conduzido de acordo com
os principios éticos da Declaracao de Helsinque da
World Medical Association e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa de nossa instituicio, CAAE:
0042.0.338.000-09.

RESULTADOS

Com relacdo ao CCR, o tamanho médio dos tumores foi
de 5,2+1,3cm (0,5 a 12cm). O tamanho do tumor ao lon-
go do seu eixo mais longo era de >5cm em 43 (67,1%)
dos pacientes, e <5cm em 21 (32,8%) deles. Metésta-
ses linfonodais foram encontradas em 31 (48,4%) pa-
cientes. Invasao de vasos sanguineos foi observada em
21 (32,8%) dos pacientes, invasao de vasos linfaticos
em 24 (37,5%) e invasdo neural em 12 (18,7%). Onze
(17,2%) carcinomas mostraram-se bem diferenciados,
51 (79,7%) mostraram-se moderadamente diferencia-
dos e 2 (3,1%) mostraram-se pouco diferenciados. O
CCR infiltrou superficialmente (T1 + T2) a parede in-
testinal em 18 (28,1%) dos pacientes, e profundamente
(T3 + T4) em 46 (71,9%). A presenca de metastases
sincronas foi observada em 14 (21,9%) pacientes. Re-
caidas ocorreram em 13 (20,3%) pacientes e 12 (18,7%)
deles morreram por essa razao. O tempo médio de se-
guimento foi 19,1+2,8 meses (3 a 36 meses).
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O tamanho médio dos polipos era de 0,6%=0,2cm
(0,4 a 1,7cm). Os pdlipos tinham <1,0cm em 34 (64,1%)
pacientes e =1,0cm em 19 (35,8%). O tipo histoldgico
do adenoma era tubular em 49 (69%) e tubuloviloso em
22 (31%). Atipias moderadas foram encontradas em 39
(55%) pacientes, adenomas e atipias leves foram obser-
vadas em 32 (45%).

A expressao de proteina betacatenina no CCR esta-
va significativamente maior (p<0,001) do que em ade-
nomas € na mucosa nao neoplasica adjacente. O aumen-
to da expressao de betacatenina ocorreu principalmente
no citoplasma das células, mas a coloragao nuclear tam-
bém foi significativa. Nos adenomas, a coloracio da be-
tacatenina foi significativamente mais baixa (p<0,0001)
do que na mucosa nao neoplasica adjacente (Tabela 1).

A imunorreatividade da APC no CCR mostrou-se
significativamente mais alta (p<0,0001) do que no ade-
noma. A imunorreatividade da proteina de APC na mu-
cosa nao neopldsica adjacente mostrou-se significativa-
mente mais alta (p<0,0001) do que no adenoma. Nao
houve diferencga significativa (p=0,24) entre a imunor-
reatividade da proteina de APC no CCR nem em sua
mucosa nao neoplésica adjacente.

A imunorreatividade da proteina de GSK3p mos-
trou-se significativamente mais baixa no CCR e na
mucosa ndo neoplasica adjacente (p=0,03 e p=0,0005,

Tabela 1. Coloragao imuno-histoquimica de betacatenina, adenomatous polyposis coli glicogénio sintase quinase 3f3 (GSK3[3), axina 1 e ubiquitina em carcinoma colorretal,

mucosa nao neopldsica adjacente e adenoma col6nico

Proteina Intensidade da coloracéao CCR Mucosa nao neoplésica adjacente Adenoma Valor de
imuno-histoquimica n (%) n (%) n (%) P
Betacatenina 50(78,1) 44.(68,7) 53(74,6) <0,001* (tumor versus adenoma)
Forte 37(74,0) 22(50,0) 8(15,1) <0,001* {tumor versus mucosa)
<0,0001* (adenoma versus mucosa)
Reduzida 13(26,0) 22(50,0) 45(84,9)
APC 42 (65,6) 42 (65,6) 53(74,6) <0,0001* (tumor versus adenoma)
0,24, NS (mucosa versus tumor)
<0,0001* (adenoma versus mucosa)
Forte 38(90,4) 41(97,6) 24.(45,2)
Reduzida 4(9,5) 1(2,4) 29(54,7)
GSK3B 54 (84,4) 54 (84.4) 46 (70,4) 0,0005* {tumor versus adenoma)
1,00, NS (tumor versus adenoma)
0,0005* (adenoma versus mucosa)
Forte 46(85,2) 46(85,2) 6(13.1)
Reduzida 8(14,8) 8(14,8) 40(86,9)
Axina 1 61(95,3) 49(76,5) 0,04*
Forte 34(55,7) 13(26,5)
Reduzida 27 (44.,3) 36(734)
Ubiquitina 48(75,0) 48(75,0) 0.3, NS
Forte 18(37,5) 29(60,4)
Reduzida 30(62,5) 19(39,6)

* Significativa. CCR: carcinoma colorretal; NS: ndo significativo; APC: adenomatous polyposis coli
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respectivamente). Nao houve diferenca significativa
(p=1,00) entre a imunorreatividade da proteina de
GSK3pB no CCR e na mucosa ndo neoplasica adjacente.

A imunorreatividade da proteina axina 1 mostrou-
-se significativamente mais baixa (p=0,039) na mucosa
nao neoplasica adjacente. A expressao de ubiquitina
mostrou diferencga significativa (p=0,03) entre o CCR
€ a mucosa nao neoplasica adjacente.

As expressoes imuno-histoquimica da proteina be-
tacatenina de APC, GSK3f, axina 1 e ubiquitina em
adenomas colorretais ¢ CCR nao mostraram diferencas
significativas com caracteristicas clinicopatoldgicas de
CCR e adenoma do cdlon.

DISCUSSAO

Em humanos, a proteina betacatenina € codificada pelo
gene CTNNBI, que estd localizado em 3p22.1 (3,5).
Hao et al.® demonstraram uma expressao aberrante de
mutacoes de betacatenina no CCR, e este ¢ um evento
precoce na carcinogénese colorretal humana. Eles veri-
ficaram que o epitélio normal adjacente a criptas aber-
rantes mostrou forte coloracao de betacatenina, evento
que também foi observado neste estudo no CCR e em
sua mucosa nao neoplasica adjacente, porém nao em
adenomas do célon.

O gene da APC esté localizado na posicao 21q no
cromossomo 5 e codifica uma proteina com diversos
dominios funcionais que interagem com reguladores de
proliferacdo e apoptose.('? O gene sofre mutacdo em
63% de adenomas esporadicos e em mais de 80% de
CCR esporadico. A mutacdo heterozigdtica € inerente
em todos os casos de polipose adenomatosa familiar.(315)
A proteina de APC forma complexos moleculares ca-
pazes de eliminar a betacatenina intracitoplasmica, in-
duzindo a sua degradagao.*!? No epitélio do intestino
grosso, a expressao de APC € restrita a regioes em que
a replicagao celular cessou, e a diferenciacdo terminal
foi estabelecida.(¥

No intestino grosso, mutacdes isoladas no gene da
APC sao suficientes para fornecer uma vantagem de
crescimento seletivo, reduzindo a funcio do grau espe-
cifico de APC suficiente para permitir a acumulacio de
betacatenina nuclear, promovendo a proliferacao celu-
lar sem causar apoptose especifica.*!2 Assim, ja que o
papel fisiologico da proteina APC € uma vantagem de
crescimento, a perda de funcdo promove uma expansao
clonal celular.!*» Quando a proteina APC sofre mu-
tacdo, ela perde seu local de ligacdo na destruicdo do
complexo da betacatenina, o que leva a um aumento
da expressao da proteina betacatenina no citoplasma e
nucleo.517
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Li et al.!® examinaram a expressao de APC e protei-
nas mutadas em CCR, reguladores chave da betacate-
nina por imuno-histoquimica em po6lipos serrilhados do
lado direito. Esse estudo sugeriu que a forma molecular
especifica da betacatenina pode ter participacdo na ati-
vacao da sinalizacdo Wnt de pélipos serrilhados do lado
direito. Além disso, a perda da expressao da proteina
mutada no cancer colorretal, mas nao da expressao de
APC, pode contribuir para a ativacao precoce da sina-
lizacao de Wnt em poOlipos serrilhados do lado direito.
Neste presente estudo, a imunorreatividade reduzida
da proteina APC nao mutada foi observada na maioria
dos pacientes com adenomas do célon. Por outro lado,
a presenca significativa da proteina APC nao mutada
no CCR e na mucosa nao neoplasica adjacente pode
indicar que a proteina APC mutada nao esta envolvida
como importante componente no processo da carcino-
génese nesses tumores especificos. Wong et al.("”) estu-
daram 758 casos de adenomas colorretais e concluiram
que a conversao maligna de adenomas pode nao estar re-
lacionada apenas a mutacao do gene de APC. Portanto,
o desenvolvimento da carcinogénese colorretal, mesmo
na auséncia da proteina APC mutada, € possivel, assim
como sugeriram os resultados do presente estudo.

O gene da GSK3p estd localizado no cromossomo
19 na posigao 13g.2. A GSK3p é uma proteina multi-
funcional serina/treonina, capaz de fosforilar e inativar
a glicogénio sintase.?” A proteina GSK3p age como
chave inibidora na via de sinalizacdo Wnt canonica.®!
A expressao do gene GSK3p atenua a proliferacao de
células CCR e leva a apoptose precoce.?? Desse modo,
sob condigoes fisiologicas, a GSK3 fosforila e degrada
fatores de transcricao de proteina e oncoproteinas, o
que sugere que esta enzima seria um fator supressivo
no desenvolvimento do tumor, que interfere negativa-
mente na sinalizacao oncogénica.®"?» Também foi ob-
servado, no presente estudo, que a imunorreatividade
da proteina GSK3[ mutada estava mais alta no CCR
€ na mucosa nao neoplasica adjacente com relacido ao
adenoma de colon.

A axina 1 apareceu como importante proteina
scaffold para a regulacdo de uma variedade de vias de
sinalizacdo e funcoes bioldgicas.*?¥ O gene humano
homodlogo da axina 1 estd localizado no cromossomo
16p13.3.%% Em CCR esporadico, uma expressao au-
mentada da proteina axina sugere que a mutacao do
gene correspondente pode participar na carcinogénese
colorretal.®?" Assim, o presente estudo observou que
a coloracdo da proteina GSK3p mutada mostrou-se sig-
nificativamente aumentada em comparagado a mucosa
nao neoplasica adjacente.

A ubiquitina (E3 ubiquitina ligase) € uma proteina
que recruta uma enzima conjugadora de ubiquitina E2,



que reconhece o substrato proteico e auxilia, ou dire-
tamente catalisa a transferéncia da ubiquitina da con-
jugadora de ubiquitina E2 para o substrato proteico.®)
O gene humano homélogo esté localizado no cromos-
somo 17p16.38.?® Em tecidos normais, a betacatenina
fosforilada € reconhecida pelo complexo E3 ubiquitina
ligase, formando a poliubiquitina/betacatenina fosfori-
lada, que € proteolisada pelo proteossoma.®-3%

Chen et al.”’ observaram que a expressao da ubi-
quitina no CCR mostrou-se significativamente mais
alta do que na mucosa nao neoplésica adjacente, e esse
resultado também foi encontrado no presente estudo.
Além disso, esses autores nao observaram relagao sig-
nificativa entre a expressao da proteina ubiquitina e as
caracteristicas clinicopatoldgicas do CCR, um achado
que foi confirmado neste presente estudo.

CONCLUSAO

No cancer colorretal, a expressao da proteina betaca-
tenina mostrou-se aumentada no citoplasma e no na-
cleo da célula neoplasica, em comparagao ao adenoma
de cdlon. A proteina adenomatous polyposis coli foi al-
terada principalmente em adenomas, e isso, junto do
aumento de GSK3f, axina 1 e proteinas ubiquitinas
mutadas no cancer colorretal, pode prevenir a fosfori-
lagdo da betacatenina pelo complexo destruidor e sua
subsequente degradacdo no proteassoma. Esse even-
to permite que a proteina betacatenina estabilizada
se desloque para o ntcleo da célula, no qual ela pode
ativar fatores de transcrigdo, bem como a expressao e
a ativagao de genes alvo relacionados a carcinogénese
colorretal. Pesquisas adicionais sao necessarias para de-
terminar se a constante atividade de vias de sinalizacao
€ necessdria para tecidos normais e neoplasicos, e se
essas condicoes diferem o suficiente para requererem
intervencao terapéutica.
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