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RESUMO

Cirullo Neto J. Estudo de proteinas da familia das Rho GTPases e seu
valor prognéstico em carcinomas colorretais. S&o Paulo; 2013.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Introdugao: O cancer colorretal (CCR) € uma neoplasia de origem epitelial e
abrange tumores de célon e reto em homens e mulheres. E uma doenca
tratavel e frequentemente curavel quando na auséncia de extensado para
outros 6rgdos. No entanto, aproximadamente 50% a 60% dos pacientes
diagnosticados com CCR irdo desenvolver metastases que sdo mais
comumente encontradas em figado e pulmdo. As Rho GTPases sao
proteinas com a capacidade de regular uma grande variedade de processos
celulares, e juntamente com suas proteinas efetoras possuem um papel
crucial para os rearranjos do citoesqueleto necessarios para motilidade e
migracao celular. Objetivo: Identificar proteinas diferencialmente expressas
da familia das Rho GTPases em tumores colorretais primarios com e sem
metastases e validar sua expressao e localizacdo em culturas celulares com
potencial metastatico ou ndo. Materiais e Métodos: 40 casos de CCR que
desenvolveram metastases e 40 casos que nao desenvolveram metastases
foram selecionados e seu material parafinado foi resgatado para realizagao
da técnica de imunoistoquimica (IIQ), com os seguintes marcadores: Rho,
Rac1, Tiam1, Pak1 e Mrck-B. Todas as reag¢des foram analisadas de forma
automatizada no equipamento Pannoramic (3DHistech). A técnica de
imunofluorescéncia (IFL) foi realizada em cultura de células para mostrar a
especificidade de cada marcador. O western-blot foi elaborado para
confirmagédo e quantificagdo de Mrck-B em culturas celulares, a analise
estatistica foi realizada no programa Prism 5.2.1 e a significancia foi
considerada quando p<0.05. Conclusao: Entre as proteinas estudadas,
Rac1, Rho e Pak1 ndo se mostraram diferencialmente expressas entre os

tumores primarios metastaticos e ndo metastaticos, Tiam1 estava mais



expressa nos tumores primarios nao metastaticos e Mrck-f estda mais
expressa nos tumores primarios metastaticos. Mrck-p também mostrou estar
mais expressa na linhagem com perfil metastatico em culturas celulares,

validando a expressao encontrada na imunoistoquimica.



SUMMARY

Cirullo Neto J. [Study of proteins of Rho family GTPases and their
prognostic value in colorectal carcinomas]. S&o Paulo; 2013.
[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is a neoplasia of epithelial origin and
covers tumors of the colon and rectum in men and women. It is treatable and
often curable when there is not extension to other organs. However,
approximately 50% to 60% of patients diagnosed with CRC will develop
metastases, which are most commonly found in liver and lung. The Rho
GTPases are proteins with the ability to regulate a variety of cellular
processes and together with its effector proteins have a critical role in
cytoskeletal rearrangements required for cell motility and migration. Aim: To
identify differentially expressed proteins of the Rho family GTPases in
primary colorectal tumors with and without metastases and validate their
expression and the location in cell cultures with metastatic potential or not.
Materials and Methods: 40 cases of CRC in which patients developed
metastases and 40 cases that did not develop metastases were selected and
their paraffin material was recovered to perform immunohistochemistry, with
the following markers: Rho, Rac1, Tiam1, Pak1 and Mrck-B. All the reactions
were analyzed in automated equipment Pannoramic (3DHistech). The
immunofluorescence technique (IF) was performed in cell culture to show the
specificity of each marker. The Western blot was elaborated for confirmation
and quantification of Mrck-B in cell cultures. The statistical analysis was
performed using the Prism 5.2.1 and significance was considered p <0,05.
Conclusions: Among the proteins evaluated, Rac1, Pak1 and Rho were not
differentially expressed between metastatic primary tumors and non-
metastatic, Tiam1 was more expressed in primary non-metastatic tumors and
Mrck-B was more expressed in primary tumors metastatic. Mrck-3 has also
shown to be more expressed in cell line with metastatic profile, validating the

immunohistochemistry expression.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Diferentes estagios de acometimento de tumores colorretais

[0 1 4 F= T4 o SRR RPN
As diferentes subfamilias das Rho GTPases separados pela
sua similaridade e a porcentagem de semelhanga com a
principal proteina de cada grupo..............eevvveeeiiiviiiiiiiiiiieeeeeennn

Acao de GDI, GEF e GAP na regulagédo das Rho GTPases......

As principais Rho GTPases e suas fungbes mais bem

descritas na [iteratura..........cooeee e

Analise de sobrevida entre tumores primarios metastaticos e

NA0 MEtASTALICOS. . .. e

Marcacdo atipica de tiam1 no nucleo avaliada pela

iMuNOoIStoquUIMICA (20X)......ceeeeiiieeeeeeeeeeeeere e

Marcagéo imunoistoquimica de Mrck- nos diferentes grupos

F= V= 1= To (oL (4 10 ) TR TR

Marcagédo imunoistoquimica de Rac1 nos diferentes grupos

AVAlIAdOS (T0X).eie it

Marcagé&o imunoistoquimica de Rho nos diferentes grupos

AVAlIAdOS (TOX)..eeiieiiieiieee e

Marcagédo imunoistoquimica de Pak1 nos diferentes grupos

AVAlIAdOS (TOX)..eeiieeiieiiee et

10

15

30

31

32

33

34



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Marcagao imunoistoquimica de Tiam1 nos diferentes grupos
=Y 2= 1= To [0 1S (10D T 36

Os cinco marcadores avaliados pela imunofluorescéncia.......... 40

Especificidade do anticorpo contra Mrck-B, avaliado por

Western-Blot com 40ug e 20ug de proteinas.............cccccvenennee. 41

Diferenca da expressao de Mrck-p nas linhagens avaliadas..... 42



Quadro 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE QUADRO E TABELAS

Anticorpos, clones, clonalidades, fabricantes e diluicdes

usados na imuNOIStOQUIMICA .......cceeeiiiiiiiiiiiiiiieie e

Marcacdo nuclear de Tiam1 nos diferentes grupos

P 1V 2= [ = T (o 1= TR

Expressdo dos marcadores entre os tumores primarios

metastaticos € Nndo metastatiCoS.......covvvnvvei e

Expressdo dos marcadores entre os tumores primarios

metastaticos € Metastases. ..o

Correlagao entre os marcadores nos diferentes grupos

P 1V 2= 1= T (o 1= T

25

31

37

38



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-FU 5-fluorouracil

5-FU/LV 5-fluorouracil/Leucovorin

Arp2/3 Actin-Related Protein 2/3

ATCC American Type Culture Collection

BSA Albumina Sérica Bovina

CCR Cancer Colorretal

CDC42 Cell Cicle Division 42

CHP Calcium Binding Protein p22

CRC Colorectal Cancer

DAB 3,3’ — diaminobenzidina tetrahidrocloreto
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindole

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMPK Myotonic Dystrophy Protein Kinase
EGFR Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
FAK Quinase de Adeséo Focal

FAP Polipose Adenomatosa Familiar

FOLFOX Acido folinico (Leucovorin)/ 5-fluorouracil/ Oxaliplatin (Eloxatin)

GDls GDP Dissociation Inhibitor

GDP Guanosina Difosfato

GEFs Guanine Nucleotide Exchange Factor
GPAs GTPase-Activating Proteins

GRAF1 GTPase Reguladora Associada a FAK

GTP Guanosina Trifosfato

Her2 Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico
HNPCC Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipoide
HRP Horseradish Peroxidase

IF Immunofluorescence

IFL Imunofluorescéncia

nQ Imunoistoquimica



KRAS
LGC
LIMK1
LIMK2
miR-7
Mrck-a

Mrck-B

N-WASP
Pak1
Pak2
Pak3
Pak4
Pak5
Pak6
PAR
PAR3
PBS
PI3K
PVDF
Rac1
Rac2
Rac3
Rho
RhoA
RhoB
RhoBTB1
RhoBTB2
RhoC
RhoD
RhoG

v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Soro Fetal Bovino

LIM Domain Kinase 1

LIM Domain Kinase 2

Micro RNA 7

Myotonic Dystrophy Kinase-Related Cdc42-Binding Kinases
Alpha

Myotonic Dystrophy Kinase-Related Cdc42-Binding Kinases
Beta

Neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 1
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 2
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 3
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 4
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 5
p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 6
Protease-Activated Receptor
Protease-Activated Receptor 3

Phosphate Buffered Saline
Phosphatidylinositol-4-Phosphate 3-Kinase
Poli Fluoreto de Vinilideno
Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1
Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 2
Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 3
Ras Homolog Family Member

Ras Homolog Family Member A

Ras Homolog Family Member B
Rho-related BTB Domain Containing 1
Rho-related BTB Domain Containing 2

Ras Homolog Family Member C

Ras Homolog Family Member D

Ras Homolog Family Member G



RhoH
RhoJ
RhoQ
RhoU
Rif
RNA
RND1
RND2
RND3
Rock1
Rock2
ROCKs
RPMI
SDS
Tiam1
Toca1
VEGF
201

Ras Homolog Family Member H

Ras Homolog Family Member J

Ras Homolog Family Member Q

Ras Homolog Family Member U

Ras Homolog Family Member F (in filopddia)

Acido Ribonucleico

Rho family GTPase 1

Rho family GTPase 2

Rho family GTPase 3

Rho-associated coiLed Coil-Containing Protein Kinase 1
Rho-Associated Coiled Coil-Containing Protein Kinase 2
Rho-Associated Coiled Coil-Containing Protein Kinases
Roswell Park Memorial Institute

Sodium Dodecyl Sulfate

T-cell Lymphoma Invasion and Metastasis 1

Formin Binding Protein 1-like

Factor de Crescimento Endotelial Vascular

Zo6nula de Ocluséo 1



INDICE

1 INTRODUGAOQ .......coveirireetreraereseesesessessessssesssssssssssssssssssssssssssssssens 1

1.1 O cancer Colorretal ....... ..o 1

1.2 O cancer colorretal e a doenca metastatica .............ccoooeeeviiiiiinnnnnnnn. 6

1.3  RhO GTPasSeS € 0 CANCEN ......cooiiiieieeeeiiccee e 8

1.3.1 RACT Lo ——————_ 13
T4 PaKT oo a e e e e 16
1.5 MIECK oo 17
L 7T o I 19
2 OBUJETIVOS ... ooooicccceeerrrrr s e s ssssssssssss s e s s s s ss s sssns s s e s s s ssssssssssnnnnsnees 22
2.1 ODbJetivo Geral.......ccceeeiieeeeeee e 22
2.2 ODjetivos €SPECITICOS. ... .uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
3 METODOLOGIA .....cooeeeeeeieeccsnserre e e s e s s s sssssmnsre e s s e s s s mmnns s e e e sssnnnns 23
Xt N 0= 1 U 13 (o= TP 23
3.2 IMUNOIStOQUIMICA ...t e eeeeeeeeees 23
3.3 Linhagens e Cultura Celular..........cccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 25
3.4  IMunOflUOreSCENCIA .....cevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 25
3.5 WeStern-Blot.........uuuiiiiiiiie e 26
3.6  Analise EstatistiCa ..o 27
4 RESULTADOS. .......iiieiiiiisssrrre s s s sssmnsss s s s s s s s smmsn s s s s s sssnnns 29
4.1 Caracterizacdo dos Pacientes...........ccceevvvevieeiiiiiiie e, 29
4.2  IMUNOIStOQUIMICA ....uuiiiiiii e 30
4.3  IMUNOflUOrESCENCIA ..o 39
4.4 Western-Blot e culturas celulares ............ccoeveeiiiiiiiiciiiee e 41

5 [TEST 0 U177 .Y o L 43



6

7

(o{0] [ of M ULY.Y o RS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1 INTRODUGAO

1.1 O CANCER COLORRETAL

O cancer € uma doencga heterogénea, tanto quanto distintos tipos de
neoplasia, quanto na avaliacdo de diferentes populag¢des celulares dentro do
mesmo tumor. Por conseguinte, a identificacdo de eficazes alvos
terapéuticos para a doenga avancada e novos marcadores prognosticos
para cada paciente, é ainda um desafio (CHAMBERS et al. 2002; KAPLAN
et al. 2006).

O céncer colorretal (CCR) é uma neoplasia de origem epitelial e
abrange tumores de coélon [0 apéndice (vermiforme), ceco, cdlon
ascendente, angulo hepatico do célon, colon transverso, angulo esplénico do
célon, colon descendente e colon sigmoide], juncao retossigmoide e reto em
homens e mulheres (EDGE et al. 2010). E uma doenca tratavel e
frequentemente curavel quando ha auséncia de extensdo para outros 6rgaos
(EDGE et al. 2010). Os principais fatores de risco sdo: idade acima de 50
anos; histéria familiar de cancer de colon e reto; historia pessoal de cancer
de ovario, endométrio ou mama; dieta com alto conteudo de gordura, carne
e baixo teor de calcio; obesidade e sedentarismo. Também sao fatores de
risco, doengas inflamatérias do célon como retocolite ulcerativa cronica e

doenga de Crohn e algumas condi¢gdes hereditarias como Polipose



Adenomatosa Familiar (FAP) e Cancer Colorretal Hereditario Nao Polipoide
(HNPCC) (Ministério da Saude 2013).

Apesar dos tumores colorretais terem essa denominagao, o célon e o
reto possuem diferengcas significativas, comegando pela escolha do
tratamento como terapias adjuvantes para célon e reto e assim como
neoadjuvantes como radio/quimioterapia para reto sao substancialmente
diferentes (ANDREONI et al. 2007).

Aproximadamente 5% da populagdo do mundo ocidental ira
desenvolver CCR (BELOV et al. 2010). As estimativas no Brasil por ano séo
de 15 mil novos casos a cada 100 mil habitantes, sendo o terceiro tipo de
cancer mais frequente para homens e mulheres (Ministério da Saude 2011).
Os fatores convencionais para prognoéstico de sobrevida do paciente sao:
grau histolégico (diferenciagao) (ZINKIN 1983; BELOV et al. 2010; PUPPA et
al. 2010) e o estagio do tumor, que € baseado no nivel de invasédo do tumor,
acometimento de linfonodos regionais e metastase para outros 6rgaos
(COMPTON 2003). Com a ocorréncia de metastase a sobrevida dos
pacientes nos préximos cinco anos, apds a cirurgia, cai drasticamente de
90% a menos de 10% (O'CONNELL et al. 2004; BELOV et al. 2010).

A classificagdo TNM define o nivel de agressividade dos tumores
colorretais e é usada para uma melhor abordagem terapéutica. Sua
classificacao é definida em: T é referente ao tumor primario e seu nivel de
acometimento (TO-sem evidencia de tumor T1-submucosa, T2-muscular
préopria, T3-subserosa, T4-peritbnio viscera/ outros érgaos) (Figura 1), N é

referente ao acometimento linfonodal (N1- < 3 linfonodos regionais, N2- > 3



linfonodos regionais) e M a presencga de metastase a distancia (M0-auséncia

de metastase M1-presenca de metastase (SOBIN e WITTEKIND 2010).

Spread to other organs

Fonte: NIBBE e CHANCE (2009).
Figura 1 - Diferentes estagios de acometimento de tumores colorretais

primarios

Exames de sangue oculto nas fezes, sigmoidoscopia e colonoscopia
sao recomendados em varios paises em pessoas com mais de 50 anos,
polipos adenomatosos s&o considerados precursores do cancer colorretal e
a retirada desses polipos reduz consideravelmente a chance de desenvolver
a doenca (SABBAGH et al. 2011). A colonoscopia pode frequentemente nao
identificar polipos (VAN RIJN et al. 2006; SABBAGH et al. 2011), mas os
sistemas de deteccdo mais modernos ndo mostram diferengas relevantes

em relagao a colonoscopia (O'CONNELL et al. 2004).



O tratamento quimioterapico era inicialmente constituido apenas por
um pelo 5-fluorouracil (5-FU) e, ao longo do tempo, foi modificado e outros
agentes foram incluidos, promovendo uma resposta clinica mais eficiente
para os pacientes (TONON et al. 2007).

Outros quimioterapicos adicionados a terapida do 5-FU foram o
leucovorin (5-FU/LV), irotecano (FOLFIRI) e oxaliplatina (FOLFOX), essas
terapias mostrou uma melhora na taxa de sobrevida em relagao a terapia
padrdao (SALTZ et al. 2000; DE GRAMONT et al. 2000). Outra forma de
tratamento desenvolvida foi a terapia com anticorpos monoclonais, que se
ligam a antigenos tumorais especificos e desencadeiam respostas
imunoldgicas devido a sua especificidade, evitando que células normais
sejam afetadas e mostrando ainda uma toxicidade menor que a
quimioterapia tradicional.

Trés anticorpos monoclonais (Cetuximabe, Bevacizumabe e
Panitumumabe) sdo usados no tratamento de cancer colorretal nos Estados
Unidos e muitos outros estdo sendo validados em testes clinicos. O
potencial da terapia com anticorpos € associado a varios mecanismos,
incluindo interferéncia em vias de sinalizagao vital através da imuno-
citotoxidade seletiva, a porgcdo Fc do anticorpo que esta especificamente
ligado ao tumor é reconhecida levando a resposta imune e morte celular
(NOGUCHI et al. 2013).

O Cetuximabe (Erbitux®), por exemplo, € um anticorpo quimérico, que
atua no dominio extracelular do receptor do fator de crescimento epidérmico

(EGFR), como antagonista competitivo, impedindo o crescimento e



proliferacdo celular. Esse tratamento é usado como segunda linha do cancer
colorretal metastatico em pacientes refratarios ao esquema antineoplasico
composto (ALEKSHUN e GARRETT 2005).

O Bevacizumabe (Avastin®) é um anticorpo monoclonal humanizado
que atua inibindo de forma especifica o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), impedindo sua ligacdo com seu receptor, e
consequentemente diminuindo a angiogénese e a capacidade de VEGF de
regular a permeabilidade vascular, participando, assim, da hemostasia
fisiolégica (ALEKSHUN e GARRETT 2005).

Panitumumabe é um anticorpo humanizado que atua de forma
semelhante ao cetuximabe, inibindo EGFR, porém nos tumores colorretais
que possuem alteragdo em KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) a eficiéncia de panitumumabe é afetada (AMADO et al.
2008). O mesmo ocorre com o Cetuximabe (KARAPETIS et al. 2008). As
mutacdes em KRAS, as quais tipicamente ocorrem em lesdes precursoras e
no ultimo estagio do adenoma, sdo encontradas em 40% de todos os
tumores colorretais, com predominancia de alteragdes nos cédons 12 (82%)
e 13 (17%) da sequéncia génica.

Nenhuma caracteristica histopatoloégica referente ao cancer colorretal,
quando isolada, é confiavel para prever metastases linfaticas e, portanto, a
avaliacao de varios fatores de risco que se correlacionam altamente com a
doenga nao sao utilizados como rotina padrdo (GLASGOW et al. 2012).
Enquanto caracteristicas moleculares estabelecidas, como a expressao de

HER2 e EGFR, ja foram bem associadas a doencga linfonodal (LU et al.



2012), mostrando a importadncia da busca de fatores moleculares para

identificar a causa das metastases, tanto linfonodais como a distancia.

1.2 O CANCER COLORRETAL E A DOENGA METASTATICA

A metastase é uma cascata de eventos moleculares e celulares que
envolvem a invasdo celular, transporte e evasdo da resposta imune no
sistema circulatério, estabeleciemento em um local secundario,
extravasamento e, finalmente, colonizagéo e crescimento (CHAMBERS et al.
2002; KAPLAN et al. 2006), tornando-se a principal causa de morte de
pacientes com cancer. Melhorar os meios de prever o seu desenvolvimento
€ o principal objetivo da pesquisa clinica. Trabalhos recentes sugerem que é
possivel refinar os testes para que a recorréncia a distadncia possa ser
prevista (D'AMICO et al. 2001; RING e ROSS 2005; MINN et al. 2005a e b).

Menos de 1% destas células cancerosas que entram na circulagao
sanguinea, conseguem gerar focos de metastase (KAPLAN et al. 2006). O
estabelecimento de metastases em locais distantes da origem do tumor néo
€ aleatodrio e, portanto, potencialmente previsivel. As células dos tumores de
mama, por exemplo, seguem principalmente para o pulm&o, medula 6ssea e
cérebro. Estes locais s&o tropismos claramente anatomicos, relativos a
distribuicdo e dimensdes do sistema vascular ou linfatico, que difundem as
células tumorais (PAGET 1989; RING e ROSS 2005).

Quase 50% dos pacientes com CCR irdo desenvolver metastases no

figado, enquanto que apenas cerca de 10-15% dos pacientes desenvolverao



metastases pulmonares. Geralmente, as metastases de CCR ocorrem
inicialmente no figado e, posteriormente, aparecem de forma sistémica
devido a drenagem venosa. Diferente do que ocorre no figado, as
metastases pulmonares sdo mais propensas a disseminagao bilateral,
tornando a taxa de resseccdo menor que a de metastases hepaticas
(FOSTER 1984; PIHL et al. 1987; LI et al. 2010).

Em todo o mundo, 19% dos tumores colorretais apresentam doencga
em estadio IV, e a sobrevida global dos pacientes néo tratados nesse
estadio é de 11,3% em 5 anos, embora em uma populagdo de pacientes
selecionados, a resseccdao de metastases pulmonares isoladas pode
aumentar as taxas de sobrevivéncia superiores a 40% em 5 anos
(VILLENEUVE e SUNDARESAN 2009).

A quimioterapia raramente produz um efeito que possibilite a
sobrevivéncia em longo prazo nos pacientes com metastase de CCR o que
leva a aceitacdo geral do tratamento cirurgico de pacientes com doenca
metastatica. Atualmente, a ressec¢ao de metastases hepaticas tornou-se um
tratamento eficaz com uma sobrevida relatada em 5 anos de 39%
(SCHEELE e ALTENDORF-HOFMANN 1999; LIMMER et al. 2010). Da
mesma forma, a resseccido de metastases do pulmao tem uma probabilidade
de cinco anos de sobrevida variando de 21% para 43% (MCAFEE et al.

1992; GIRARD et al. 1996; LIMMER et al. 2010).



1.3 RHO GTPASES E O CANCER

Algumas caracteristicas aberrantes dos tumores como migragao,
proliferacéo, invasao e interacdes célula a célula, que podem levar ao perfil
metastatico, podem estar relacionados a subfamilia de proteinas Rho
GTPases. Entre elas, sdo melhor caracterizadas: RhoA (Ras homolog family
member A), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) e Cdc42 (Cell
cicle division 42). Estas proteinas tém a capacidade de regular uma grande
variedade de processos celulares e possuem um papel crucial para os
rearranjos do citoesqueleto necessarios para motilidade celular. Estéo
envolvidas na progresséo do ciclo celular e regulam a transcrigcdo de genes.
E cada vez mais claro que eles desempenham um papel importante na
tumorigénese (SAHAI e MARSHALL 2002; MERTENS et al. 2003).

Essas proteinas s&o de baixo peso molecular (21-25kDa) e existem
mais de 20 dentro da familia das Rho GTPases, que sdo classificadas de
acordo com sua similaridade em subfamilias: Rac (Rac1, Rac2, Rac3 e
RhoG); Cdc42 (Cdc42, RhoQ e Rhod); CHP e RhoU; RhoH; Rho BTB
(RhoBTB1, RhoBTB2); Rho (RhoA, RhoB e RhoC); RND (RND1, RND2 e

RND3); e Rif (RhoF e RhoD) (CHI et al. 2013), como mostrado na Figura 2.
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Fonte: HEASMAN e RIDLEY (2008)
Figura 2 - As diferentes subfamilias das Rho GTPases separados pela sua

similaridade e a porcentagem de semelhanga com a principal proteina de

cada grupo.

As Rho GTPases sao mediadas através de uma grande quantidade
de proteinas estdo divididas em: fatores de troca GDP/GTP (GEFs),
proteinas ativadoras de GTPases (GAPs) e inibidores de dissociacdo da
guanina (GDIs). As GEFs se ligam as GTPases no estado GDP e aceleram
a troca por GTP, o que faz com que as GTPases fiquem na sua forma ativa,
enquanto as GAPs fazem o papel inverso, levando do estado ativo GTP para

o inativo GDP. As GDIs permitem a translocacdo entre membrana e citosol,
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e mantém as proteinas na forma inativa no citoplasma (Figura 3) (BOS et al.

2007; DAVID et al. 2012; XU et al. 2010; CHI et al. 2013).

\_J‘ \-a‘ v‘ﬁm

Inactive Inactive Active

Figura 3 - Agdo de GDI, GEF e GAP na regulacao das Rho GTPases.

O gene Rho foi identificado em 1985, mas foram observacdes
relatadas em 1992, que forneceram a inspiracdo inicial para identificar a
funcdo celular de Rho GTPases. Foi observado que Rho, juntamente com
Rac1, induz a contragdo da actina e dos filamentos de miosina
(lamellipodia), e posteriormente foi demonstrado que o Cdc42 também
promove alteragdes na contragcdo interagindo com actina (filopodia)
(ETIENNE-MANNEVILLE e HALL 2002). Durante a formagédo do epitélio, o
contato célula-célula controlado por caderinas, leva ao desenvolvimento de
jungdes aderentes, mas ndo se sabe ao certo como isso ocorre. No primeiro
momento Cdc42 e Rac1 s&o ativados e recrutados, devido ao contato das

caderinas entre células vizinhas, levando a formacgao de lamellipodia e/ou
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filopédia que penetra nessas células vizinhas, isso parece gerar uma forca
motriz propiciando contato proximo entre as células. A inibicdo da Rho
também impede aderéncia das células, sua contribuicdo aparentemente
contribui para estabilizar as jungbes através do conjunto de filamentos de
actina, (NOBES e HALL 1995; KOZMA et al. 1995; ETIENNE-MANNEVILLE
e HALL 2002).

As Rho-GTPases tém a capacidade de estabilizar microtubulos,
através de seus efetores, levando a um rearranjo dos microtubulos
polarizados, e consequentemente estabelecendo e mantendo a polaridade
celular (BARCELLOS et al. 2013). A polaridade celular € uma organizagao
assimétrica que esta envolvida na diferenciagao, proliferacdo e morfogénese
celular em uma grande variedade de processos celulares elementares.
Muitos componentes da célula, como proteinas da membrana plasmatica,
organelas e componentes do citoesqueleto sdo organizados
assimetricamente no interior da célula. Este padrdo assimétrico da
organizacgao é reforgado por processos de diferenciagcéo celular, resultando
na dindmica dos compartimentos celulares. Entre outras funcbes a
polaridade é essencial para a divisao celular, a polarizagao do citoesqueleto
e a adesdo celular (ASSEMAT et al. 2008).

Outro fator importante na estabilizacdo e manuteng¢ao da polaridade
celular é o transporte de vesiculas, para manter a polaridade de alguns
receptores expressos na membrana apical ou basolateral que precisam ser
transportados, e as Rho GTPases tém um papel importante no transporte de

vesiculas. O Cdc42 regula endocitose dependente de clatrinas, ajudando a
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ancoragem lipidica. Durante o processo de endocitose Cdc42 interage com
N-WASP levando a polimerizacdo da actina e a endocitose dependente de
clatrina envolve outro efetor de Cdc42, chamado Toca1l, formando um
complexo trimérico que induz a formacdo dos tubos membranares e
vesiculas (CHI et al. 2013).

Rac1 regula as vias de endocitose e exocitose, mas diferente de
Cdc42 nao tem sido caracterizada em estagios iniciais da via de secregao e
nem no transporte do complexo de Golgi. Rac1 atua na endocitose
bloqueando o receptor de transferrina. PI3K regula GEFs especificas de
Rac1 atuando na regulagdo do citoesqueleto e transporte vesicular em
diversos tipos celulares. RhoA também atua inibindo o receptor de
transferrina. Algumas proteinas reguladoras de RhoA como PI3K, quinase
de adeséo focal (FAK), e GTPase reguladora associada a FAK (GRAF1)
quando inibidas, suprimem a endocitose pela inibicdo de RhoA. Esta
reducdo da endocitose pode ser devida a diminuicdo do recrutamento das
ROCKs (Rho-associated coiled coil-containing protein kinases), que séo os
principais efetores de RhoA. ROCK esta envolvida em vias de sinalizagao
que organizam o citoesqueleto de actina, inibindo a atividade da miosina de
cadeia leve e aumentando a atividade da miosina 2, o que compde e
promove a contragao celular (CHI et al. 2013).

A capacidade das Rho-GTPases em controlar a polaridade celular
também reflete na migragao celular. Em cultura de tecidos, muitas células
podem adotar uma morfologia polarizada com uma parte dianteira e traseira,

e sdo capazes de migrar, mas isto é apenas transitoriamente sustentado,
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levando essencialmente a um passeio aleatério (quimiocinese). A
estabilizagcdo do movimento direcional (quimiotaxia) exige a entrada de
estimulos externos, o melhor estudo desta medida estd relacionado a
macrofagos movendo-se num gradiente de um fator quimiotatico e quando
Cdc42 ¢é inibido, o macréfago é revertido para um passeio aleatorio,
enquanto a inibicdo de Rac1 bloqueia o movimento celular (ETIENNE-
MANNEVILLE e HALL 2002). Cdc42 também foi observada como atuante na
migragao transendotelial mediando os niveis de beta integrina 1; uma vez
que Cdc42 é inibido, a migracdo diminui e os niveis de beta integrina 1
também diminuem, mostrando que Cdc42 é necessario para que a célula
possa atingir 0 vaso sanguineo e possa desenvolver um tumor a distancia

(REYMOND et al. 2012).

1.3.1 Rac1

As diferentes isoformas de Rac, apesar da similaridade, ndo possuem
funcbes redundantes e estdo expressas em diferentes tecidos, Rac1 é a
mais estudada entre as isoformas e esta expressa em todas as células,
enquanto Rac2 é expressa em células hematopoiéticas. Ja o mMRNA de Rac3
€ mais abundante em tecido cérebral. RhoG é o que possui a menor
sequéncia semelhante a Rac1, e é sabidamente expresso em uma grande
variedade de tecidos humanos (HEASMAN e RIDLEY 2008).

Foi demonstrado que Rac1, quando silenciada, € letal na fase
embrionaria de camundongos enquanto Rac2, Rac3 e RhoG, ndo mostram

defeitos de desenvolvimento tdo claros, mas mostram especificas fungdes
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celulares. A auséncia de Rac1 inibe extensao da lamellipodia e a migragao
em diferentes tipos celulares incluindo macréfagos, células T, células
epiteliais e fibroblastos. Curiosamente a capacidade de migragcdo de
macrofagos com a deplegcdo de Rac1 € igual ao macréfago em condigdes
normais, entretanto eles possuem uma morfologia alongada e ndo tém a
mesma capacidade de se espalhar (HEASMAN e RIDLEY 2008).

Rac1 induz a polimerizagédo da actina e a montagem do complexo de
adesao de integrinas na periferia das células, levando a protrusdo da
membrana, o que € essencial para a migragao das células. Os mecanismos
bioquimicos pelos quais Rac1 catalisa a polimerizacdo de actina sao de
grande interesse. Um exemplo € o complexo Arp2/3, que catalisa a
polimerizagdo de actina e a formacédo de novos filamentos (CONDEELIS
2001). Além desse mecanismo com o complexo Arp2/3, Rac1 pode regular a
formacao de lamellipodia afetando a viabilidade da actina livre e bloqueando
proteinas ou rompendo a actina através da confilina ou gelsolina1, e de uma
terceira forma, Rac1 pode aumentar a viabilidade dos monémeros de actina
para incorporagdo dos filamentos através da regulagdo da confilina
(HEASMAN e RIDLEY 2008). Além da fungao de formacgéo de lamellipodia,
Rac1 também foi identificado atuando na ativacdo de células fagocitarias,
gerando superoxidos, o que coordena um mecanismo de defesa
antibacteriano (MOREL et al. 1991).

Rac1 ndo é somente controlada por GEFs e GAPs. Sua expressao
também pode ser mediada por RhoH, que € um membro da familia da Rho,

predominantemente em células hematopoiéticas, com funcdo de inibir a
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acao de algumas GTPases. Quando superexpressa, RhoH inibe a expressao
de Rac1, e quando ausente, RhoH leva a hiperativacdo da expressao de
Rac1 e ndo de Rac2, e ao aumento da migragao e quimiotaxia (HEASMAN e
RIDLEY 2008).

Com isso, conclui-se que RhoA, Rac1 e Cdc42 regulam trés vias de
transmissao de sinal de ligagao de receptores de membrana plasmatica para
a montagem de diferentes estruturas de actina filamentosa, comprovado em
diversos tipos de células, tanto em mamiferos quanto em fungos (ETIENNE-

MANNEVILLE e HALL 2002) (Figura 4).
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Fonte: Adaptada de CHI et al. (2013).

Figura 4 - As principais Rho GTPases e suas fungées mais bem descritas

na literatura.
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1.4 PAK1

Pak1 (p21 protein Cdc42/Rac-activated kinase 1) pertence a uma
familia de serina/treonina quinases. Seis isoformas de Pak quinase foram
descritas em mamiferos (Pak1-6) e sdo divididas em dois grupos. O grupo 1
consiste na Pak1 (aPak), Pak2 (yPak) Pak3 (BPak) e o grupo 2 em Pak4,
Pak5 e Pak6. Pak1 desempenha um papel fundamental na sinalizacédo e
regulagdo celular, morfogénese, sobrevivéncia, proliferagdo e motilidade
(DUMMLER et al. 2009). Quando ativada, Pak1 interrompe a dimerizagéo, o
que ocorre pela liberacdo de um bloqueio auto inibitério no dominio de
ligacdo de GTPase permitindo a autofoisforilacdo (GATTI et al. 1999). Essa
ativagao leva a fosforilagdo da miosina de cadeia leve de células de musculo
liso e esquelético, induzindo as alteragdes do citoesqueleto celular junto com
seus ativadores Rac1 e Cdc42, como a dissolugcédo de fibras de estresse e
complexos de adeséo focal e a formagéo de lamellipodia e filopddia (KE et
al. 2009). Devido a grande quantidade de processos celulares que Pak1 esta
associado, suas relagbes com um processo carcinogénico e com a
metastase tém sido estudadas. A hiperativacdo de Pak1 no cancer colorretal
ocorre frequentemente através de alteracbes em KRAS, e também foi
observado que a superexpressdo de Pak1 em células do cancer de mama
leva a uma aneuploidia, o que pode facilitar a perda de genes supressores
tumorais e acumulagao de oncogenes (VADLAMUDI et al. 2000; DUMMLER
et al. 2009). As alteragdes génicas em Pak1 n&o sao tdo frequentes para

serem o Unico mecanismo molecular que eleva a sua expressao no cancer.
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A acao de micro RNAs, como o0 miR-7, também tem um importante papel na

regulacédo dessa proteina (REDDY et al. 2008; YE e FIELD 2012).

1.5 MRCK-B

A importancia do Cdc42 na migragdo e metastase tem sido muito
discutida na literatura, e alguns autores tém demonstrado a interagcéo de
algumas proteinas com Cdc42, como por exemplo, Cdc42 induz o
silenciamento de ID4 que é considerado um supressor tumoral (GOMEZ
DEL PULGAR et al. 2008), e que Cdc42 pode ser induzido por VEGF,
atuando na formagao de novos vasos (LAMALICE et al. 2004). Todos esses
estimulos e fungbes se devem a diferentes moléculas que atuam nas Rho
GTPases como as GEFs ou moléculas efetoras como a Mrck-B (WILKINSON
et al. 2005).

Mrck-a e Mrck-B (myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding
kinases) s&o proteinas que possuem sitios de ligagdo de Cdc42 e Rac1 e
tém um papel importante na organizagao do citoesqueleto. Sao classificadas
dentro da subfamilia DMPK (myotonic dystrophy protein kinase). Ambas sao
proteinas de 190 kDa com multiplos dominios e sdo expressas em uma
grande diversidade de tecidos. Mrck possui uma regido idéntica a ROCK,
uma proteina efetora de Rho da mesma subfamilia DMPK, e possui a
capacidade de fosforilar grupos similares de substratos, como a miosina de

cadeia leve. Tem sido observado que a contracdo da actomiosina requerida
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para invasao das células com uma morfologia mesenquimal é dependente
sinalizagao Cdc42-Mrck (WILKINSON et al. 2005).

Apenas a inibicdo de Mrck por RNA de interferéncia ndo tem efeito
significativo na invasao celular. O mesmo acontece com o silenciamento de
ROCK, mas quando silenciados ao mesmo tempo sdo muito mais efetivos
na inibicdo da invasdo. A morfologia da célula tende a ter um formato espiral
e nao alongada, mostrando que durante invasdao mesenquimal, ROCK e
Mrck regulam vias uma forma independente e cooperativa, néao
compensatéria. Juntas as proteinas devem regular a capacidade da célula
de mudar a morfologia, respondendo a diferentes estimulos causados na
invasao celular (HEIKKILA et al. 2011). Uma importante contribuicdo da Mrck
€ aparentemente na invasao coletiva, promovendo a contracdo da
actomiosina que ajuda na manuteng¢ao da co-adesao das células (HEIKKILA
et al. 2011).

Aparentemente Rac1 nao tem uma forte interagdo com Mrck mesmo
possuindo um sitio de ligacdo (SCHWARZ et al. 2012). Esses dados juntos
mostram que a inibicdo de Mrck e ROCK, que s&o regulados principalmente
por Cdc42 e Rho respectivamente, poderiam interferir e diminuir diferentes
processos de invasao tumoral (HEIKKILA et al. 2011).

Mrck-B durante o processo de migragdao celular possui uma co-
expressdo com Zbénula de oclusao 1 (ZO-1), que € um tipo de jungao
intercelular que estabelece a adesao célula-célula e mantém a estrutura
ancorando e gerando grupos de moléculas transmembranais e proteinas do

citoesqueleto. Esta interacdo requer que Cdc42 module Mrck-f na
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membrana das células que estdo no processo de migragao. A interrupgéo do
complexo Z0-1/Mrck-B inibe a migragao celular, o que mostra a importancia

de Mrck-B durante esse processo (HUO et al. 2011).

1.6 TIAM1

As GEFs podem ser as principais responsaveis pelas diferentes
funcdes e estimulos que controlam as Rho GTPases. Entre elas esta Tiam1
(T-lymphoma invasion and metastasis) que é especifica de Rac1, e
originalmente foi identificada em uma tela de proteinas cuja superexpressao
mostrou que pode causar um fendtipo invasivo em células de linfoma T
(HABETS et al. 1994; ADAMS et al. 2010). Estudos posteriores identificaram
papéis para Tiam1 na regulacdo da polaridade apical-basal em células
epiteliais, crescimento e diferenciacdo de neurdnios e motilidade celular
(MINARD et al. 2004; MERTENS et al. 2006; ADAMS et al. 2010). Cada uma
destas atividades envolve uma distinta interagdo entre Tiam1 e o complexo
polaridade PAR, como por exemplo, na migracdo polarizada de
queratindcitos, Tiam1 associa-se a PAR3 e proteina quinase C, e estabelece
a polaridade da frente para tras, promovendo a estabilizacdo da rede de
microtibulos (PEGTEL et al. 2007; ADAMS et al. 2010).

Embora esses resultados demonstrem estar em conflito com estudos
anteriores indicando que Tiam1 promove a adesao da célula em contato com
queratinécitos (MERTENS et al. 2005), tem sido proposto que, quando ha

contatos célula-célula, a fungcédo de Tiam1 € apoiar a polaridade apical-basal,
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mas quando esses contatos estdo ausentes, como na migragao de
queratinécitos, Tiam1 promove a motilidade celular, estabilizando a
polaridade da célula e pode auxiliar a progressdao do cancer. A
superexpressao de Tiam1 contribui para o potencial metastatico das células
de cancer de cdélon, (MINARD et al. 2005, 2006) e sua expressao proteica
também se correlaciona com a capacidade de migragao em linhas de células
tumorais de mama (MERTENS et al. 2006). Uma estreita correlagédo foi
observada entre a expressdo aumentada Tiam1 e grau tumoral (ADAM et al.
2001). O aumento da expressao de Tiam1 esta associado com a invasao e
transicdo epitélio mesénquima em linhagens de cdélon, mama e pancreas
(MINARD et al. 2004, 2005; CRUZ-MONSERRATE e O’'CONNOR 2008),
enquanto sua auséncia retarda a formagdao de colbnias de células
pancreaticas e diminui o crescimento e invasao do cancer colorretal
(BAINES et al. 2006; LIU et al. 2006).

A via da familia Rho GTPases tem capacidade de regular diversos
processos celulares, principalmente a motilidade e migragao celular. Estas
proteinas sdo cada vez mais relacionadas a tumorigénese e formagao de
metastases, porém apenas a avaliacdo das Rho GTPases separadamente
nao é o suficiente para entender todo o complexo tumoral, e tanto proteinas
que regulam quanto as que sao reguladas pelas Rho GTPases devem ser
incluidas na avaliagdo. Estudos das Rho GTPases e suas proteinas
relacionadas em cancer colorretal, ndo conseguem estabelecer com
precisdo padroes de expressao, que possam servir como fator preditivo ou

prognoéstico do cancer. Desta forma, a identificagdo e validacdo dessas
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proteinas diferencialmente expressas em tumores com diferentes
caracteristicas e evolucdes, pode ter um papel muito importante para o

diagndstico e prevencao do cancer colorretal.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas diferencialmente expressas da familia das Rho

GTPases e proteinas diretamente relacionadas em tumores colorretais

primarios com e sem metastases e validar sua expressao e localizacido em

culturas celulares com potencial metastatico ou nao.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a expressao proteica de Rac1, Rho, Tiam1, Pak1 e MRCK-
B entre tumores primarios metastaticos e ndo metastaticos;

Comparar a expressao proteica de Rac1, Rho, Tiam1, Pak1 e MRCK-
B entre tumores primarios metastaticos e suas respectivas
metastases;

Validar os achados encontrados através de imunocitoquimica em
linhagens celulares de céncer colorretal n&o metastaticas e

metastaticas e através de western-blot.
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3 METODOLOGIA

3.1 CASUISTICA

40 casos de CCR metastaticos, suas respectivas metastases (34
casos com metastase hepatica, 3 casos com metastase pulmonar e 3 casos
com metastase pulmonar e hepatica) e também 40 casos de CCR que nao
desenvolveram metastases com seguimento de, no minimo, cinco anos,
foram selecionados retrospectivamente dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo Cancer Center do periodo de 1992 a
2011. Os blocos de parafina foram resgatados para a realizagdo de
imunoistoquimica. Os critérios de inclusdo foram disponibilidade suficiente e
qualidade do material arquivado. Critérios de exclusdo foram auséncia de

material ou baixa qualidade da amostra.

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

Foram realizados cortes de quatro micrdmetros de espessura
colocados em laminas com carga elétrica (StarFrost) e mantidas em estufa a
60°C overnight. As laminas foram identificadas e desparafinizadas em xilol (2
trocas de 10 minutos cada); entdo, sdo passadas em alcool etilico em
concentragao decrescente (100%, 85% e 75%) e lavadas em agua corrente

por 5 minutos. Os procedimentos seguiram o protocolo Envision Flex/HRP, a



24

recuperacao antigénica por calor foi realizada utilizando a panela de presséao
usando a solugado Flex pH alto, a peroxidase enddgena foi bloqueada com
reagente do mesmo fabricante por 5 minutos. Em seguida os cortes foram
incubados com bloqueador de proteinas (DAKO®) por 5 minutos, a
temperatura ambiente e em camara umida. Os cortes foram incubados com
0s seguintes anticorpos primarios: anti-Rho, anti-Rac1, anti-Pak1, anti-Tiam1
e anti-Mrck-B (Quadro 1) por 90 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente incubados com o anticorpo secundario e com o polimero
HRP (Flex Plus, DAKO®) durante 30 minutos cada também a temperatura
ambiente. Apds lavagem em PBS, os cortes foram incubados com o
cromégeno Diaminobenzidina (DAB — DAKO®) por 5 minutos e entdo
lavados em agua corrente e contra corados com hematoxilina de Harris por 2
segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente,
desidratadas em alcool, xilol, e montadas em equipamento automatizado
(Tissue-Tek film). Para a analise das laminas de imunoistoquimica, estas
foram digitalizadas em equipamento digitalizador de laminas
(3DHISTECH’s®) e a intensidade de marcagao imunoistoquimica, bem como
a contagem de células marcadas e o escore de positividade de cada caso
(dependendo do marcador) foram analisados de forma automatizada por
programa analisador de imagens (Pannoramic viewer, 3DHISTECH’s®). Os

controles utilizados foram tecidos normais de colon.
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Quadro 1 - Anticorpos, clones, clonalidades, fabricantes e diluigdes usados
na imunoistoquimica:

Anticorpos Clone Clonalidade Fabricante Diluicao
Mrck-B 2F4 Monoclonal Abfrontier® 1/200
Tiam1 Nao informado Policlonal Abcam® 1/100
Rho EP487Y Monoclonal Epitomics® 1/200
Rac1 N&o informado Monoclonal Lifespan® 1/200
Pak1 EP656Y Monoclonal Epitomics® 1/1000

3.3 LINHAGENS E CULTURA CELULAR

As linhagens celulares humanas de cancer colorretal HCT116 e
SW480 foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) e mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) com uma alta concentragéo
de glicose, ou RPMI suplementado com 10% soro fetal bovino (LGC, Séo
Paulo, SP, BR), 100 unidades/ml penicilina e 100 pg/ml estreptomicina
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2mM L-glutamina (Invitrogen, CA, USA), e

1.0 mM piruvato de sodio (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

3.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Para observar a localizagdo celular de todos os cinco marcadores
escolhidos, foi feito um ensaio de imunofluorescéncia. A linhagem celular
humana HCT116 foi fixada em solugdo recém preparada contendo 4% de
paraformaldeido por 1 hora a 4°C em laminas com carga elétrica (StarFrost).

As laminas foram permeabilizadas com uma solu¢ao 0,25% Triton X-100
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(0,1% Tween-20 em PBS) por 30 minutos a bloqueadas em BSA 1%
(Albumina Sérica Bovina) e PBS por 30 minutos. Posteriormente, as laminas
foram incubadas nos respectivos anticorpos primarios (0os mesmos utilizados
na imunoistoquimica) diluidos em solu¢do PBS contendo BSA 1% (Mrck-B
1:200, Tiam1 1:100, Rho 1:200, Rac1 1:200 e Pak1 1:1000), por 12 horas a
4°C. Apos lavar trés vezes com PBS, as células foram incubadas com o
anticorpo secundario conjugado Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen, Carisbad, CA, USA) contendo 10ug/ml DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenylindole) para corar o nucleo numa diluigdo de 1/200 em BSA 1% por 1
hora a temperatura ambiente. Por fim, as |aminas foram lavadas trés vezes
com PBS e foram completamente digitalizadas em equipamento digitalizador
de laminas (confocal) e a marcagao, bem como a contagem de células
marcadas, foi analisada de forma automatizada por programa analisador de
imagens (HistoQuant®). Para os controles negativos, todas as condigdes
descritas acima foram mantidas, exceto a incubacdo com os anticorpos

primarios.

3.5 WESTERN-BLOT

O anticorpo contra Mrck- B foi quantificado e comparado entre as
diferentes culturas através de western-blot. As células foram lisadas em
tampéao de lise contendo 10% SDS (sodium dodecyl sulfate) e uma mistura
de inibidores de protease (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA).

Apo6s 10 minutos no gelo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 RPM
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por 10 minutos a fim de remover os restos celulares. Em seguida, os lisados
celulares (20 e 40 ug) foram adicionados para corrida em um gel SDS-PAGE
composto por 10% poliacrilamida. Apdés a eletroforese, as respectivas
proteinas foram eletrotransferidas para membranas de PVDF (GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), sendo que a eficiéncia da
transferéncia foi monitorada por meio do corante de Ponceau (0,5%).
Posteriormente, as membranas foram incubadas no tampao de bloqueio
contendo 10% BSA, 10 mM Tris—HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, e 0.1% Tween
20 por 2 horas a temperatura ambiente e, entéo, incubadas overnight a 4°C
com o anticorpos primarios anti-Mrck-B com a diluicdo de 1:200. Apds
incubacdo com os anticorpos conjugados com a peroxidase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), a deteccdo foi realizada por meio de reagentes
quimioluminescentes de alta performance (GE Healthcare, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A expressao de cada marcador nos grupos primario metastatico (PM)
e primario ndo metastatico (PNM) foi comparada por meio do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Para comparar a expressdo das amostras
primarias metastaticas com suas respectivas amostras metastaticas foi
utiizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. A correlagdo entre os
marcadores foi verificada por meio do coeficiente de correlacdo de

Spearman. Para comparar os tempos de sobrevida dos grupos PM e PNM
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foi utilizado o teste de log-rank. O grafico do estimador Kaplan-Meier
também foi construido. Uma analise de sobrevida mais aprofundada nao foi
realizada devido ao numero reduzido de amostras.

O nivel de significancia adotado foi o de 5% e o software livre R

versao 2.15.1 foi utilizado nas analises
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZAGAO DOS PACIENTES

A média de idade entre os pacientes foi de 57 anos, sendo 58 anos
entre 0s casos ndo metastaticos e 56 anos entre os casos metastaticos,
variando de 29 a 79 anos.

Entre os casos ndo metastaticos, 75% séo do sexo feminino, 17,5%
apresentaram recidiva do tumor primario. 47,5% apresentaram invasao da
camada subserosa ou tecidos peri-colicos ou peri-retais ndo peritonizados e
57,5% nao apresentaram acometimento linfonodal. Todos os casos com
auséncia de metastase n&o foram tratados previamente com quimioterapia.

Entre os casos metastaticos, 57,5% sédo do sexo masculino, 33,3%
apresentaram recidiva da metastase, 69,2% dos pacientes apresentaram
invasdo da camada subserosa ou tecidos peri-colicos ou peri-retais nao
peritonizados e 46% pela auséncia de linfonodos acometidos. Em 69% dos
casos apresentaram a doenca de forma sincrénica, 38% dos tumores
primarios foram tratados com quimioterapia e radioterapia, e 74% das
metastases foram tratadas com quimioterapia.

Os pacientes do grupo metastatico apresentaram pior sobrevida
(Figura 5), porém a avaliagdo da sobrevida para cada marcador ndo foi

realizada devido ao nimero de amostras.
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Figura 5 - Andlise de sobrevida entre primarios metastaticos e nao
metastaticos.

4.2 IMUNOISTOQUIMICA

Foram avaliados 40 casos de céncer colorretal ndo metastatico e 39
casos metastaticos; 1 caso foi excluido devido a auséncia de material
tumoral no bloco de parafina.

Marcagdes citoplasmaticas foram observadas em todos os marcadores.

(Figuras 7-11) Além disso, marcac&do nuclear em Tiam1 foi observada em
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alguns casos analisados (Figura 6). dentre eles, 7 casos apresentaram
marcagao nuclear no tumores primarios e suas respectivas metastases,
quando comparados os tumores primarios metastaticos e primarios nao
metastaticos a marcacdo de Tiam1 no nucleo mostrou estar mais presente
nos tumores metastaticos (p=0,001)(Tabela 1). Como panorama geral, os

marcadores apresentaram homogeneidade de marcagao.

Tabela 1 - Marcacgéao nuclear de Tiam1 nos diferentes grupos avaliados.

Marcagao nuclear de Tiam1 Casos marcados/Total de casos (%)
Primario metastatico 13/39 (33,3%)

Metastase hepatica 9/37 (24,3%)

Metastase pulmonar 0/6 (0%)

Primario ndo metastatico 2/40 (5%)
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Figura 6 - Marcacdo atipica de Tiam1 no nucleo avaliada pela
imunoistoquimica (20x).
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Figura 7 - Marcagdo imunoistoquimica de Mrck-B nos diferentes grupos
avaliados (10x). Imunoistoquimica negativa (A e B) nos tumores ndo metastaticos,
positiva (C) e negativa (D) nos tumores primarios metastaticos, positiva (E) e negativa (F)

nas metastases hepaticas e positiva (G) e negativa (H) nas metastases pulmonares.
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Figura 8 - Marcagdo imunoistoquimica de Rac1 nos diferentes grupos

avaliados (10x). Imunoistoquimica positiva (A) e negativa (B) nos tumores n&o

metastaticos, positiva (C e D) nos tumores primarios metastaticos, positiva (E e F) nas

metastases hepaticas e positiva (G e H) nas metastases pulmonares.
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avaliados (10x). Imunoistoquimica positiva (A e B) nos tumores ndo metastaticos,
positiva (C e D) nos tumores primarios metastaticos, positiva (E) e negativa (F) nas

metastases hepaticas e, positiva (G e H) nas metastases pulmonares.
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Figura 10 - Marcacdo imunoistoquimica de Pak1 nos diferentes grupos

avaliados (10x). Imunoistoquimica positiva (A) e negativa (B) nos tumores n&o
metastaticos, positiva (C e D) nos tumores primarios metastaticos, positiva (E) e negativa

(F) nas metastases hepaticas e, positiva (G e H) nas metastases pulmonares.
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Figura 11 - Marcagdo imunoistoquimica de Tiam1 nos diferentes grupos
avaliados (10x). Imunoistoquimica positiva (A e B) nos tumores n&do metastaticos,

positiva (C e D) nos tumores primarios metastaticos, positiva (E e F) nas metastases

hepaticas e positiva (G e H) nas metastases pulmonares.
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Ao comparar o grupo de tumores ndo metastaticos com o grupo de
tumores metastaticos, os marcadores Tiam1 e Mrck-B, avaliados pela
imunoistoquimica, mostraram diferenga significativa entre eles (p=0.029 e
p=0.003, respectivamente). O marcador Tiam1 apresentou-se mais expresso
no grupo de tumores primarios ndao metastaticos, enquanto o marcador
Mrck-f3 estava mais expresso no grupo de tumores primarios metastaticos. O
marcador RHO mostrou tendéncia (p=0,051) entre estes dois grupos,
estando mais expresso no grupo de tumores primarios ndo metastaticos. Os
marcadores PAK1 e RAC1 ndo mostraram significancia estatistica nos 40

casos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2 - Expressdo dos marcadores entre os tumores primarios
metastaticos e ndo metastaticos.

Marcador Tecido n Média Desvio padrao Minimo Mediana Maéaximo p

PM 38 124.81 41.83 51.85 126.71 203.75
Pak1 0.12
PNM 40 105.16 66.35 0.08 101.09 228.77
PM 39 174.28 17.57 127.21 177.10 210.39
Tiam1 0.029
PNM 40 191.47 45.03 0.00 195.16 260.50
PM 39 193.30 41.04 13.19 202.91 247.98
Rho 0.051
PNM 40 211.45 40.13 112.34 220.08 275.07
PM 39 162.52 25.46 93.37 166.56 209.20
Rac1 0.19
PNM 40 173.06 43.21 18.25 182.45 246.53
PM 38 24.68 47.18 0.00 0.71 212.82
Mrck-8 0.003
PNM 40 0.07 0.13 0.00 0.02 0.45

Legenda: PM: Primario metastatico. PNM Primario ndo metastatico
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Nao houve diferenga significativa entre a expressao 11Q de todos os

marcadores quando se comparou o grupo de tumores primarios metastaticos

com suas respectivas metastases (Tabela 3).

Tabela 3 - Expressdo dos marcadores entre os tumores primarios
metastaticos e metastases.

Marcador Tecido N Média Desvio padrac Minimo Mediana Maximo p
Metastase 38 117.36 55.57 9.15 127.01  233.11

Pak1 0.41
Primario 38 124.81 41.83 51.85 126.71 203.75
Metastase 39 167.28 21.87 58.85 169.30 194.79

Tiam1 0.1
Primario 39 174.28 17.57 127.21 17710  210.39
Metastase 39 190.39 36.10 1.72 196.24 224.08

Rho 0.74
Primario 39 193.30 41.04 13.19  202.91  247.98
Metastase 39 161.08 24.23 99.62 162.35 194.96

Rac1 0.76
Primario 39 162.52 25.46 93.37 166.56  209.20
Metastase 37 16.00 29.00 0.00 0.23 116.39

Mrck-3 0.09
Primario 37 25.35 47.65 0.00 0.89 212.82

As correlagbes entre a expressao 1lIQ de todos os marcadores

avaliados nos diferentes grupos (primarios metastaticos, primarios nao

metastaticos e as metastases) podem ser visualizadas na Tabela 4. Pak1 e

Rac1 tiveram correlagao nos trés diferentes grupos enquanto Tiam1 e Mrck-

B, Rho e Mrck-B e Rac1 e Mrck-B ndo mostraram correlagédo nos trés grupos.
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Tabela 4 - Correlagao entre os marcadores nos diferentes grupos avaliados.

Primario Primario nao
metastatico metastatico Metastases
Correlacao r p r p r p
Pak1 Tiam1 0.321 0.049 0.325 0.041 0.014 0.933
Pak1 Rho 0.263 0.110 0.323 0.042 0.374 0.019

Pak1 Rac1 0.333 0.041 0.530 0.000 0.316 0.050
Pak1 Mrck-B  0.382 0.020 -0.156 0.336 0.171 0.297
Tiam1 Rho 0.487 0.002 0.072 0.661 0.043 0.796
Tiam1 Rac1 0.674 <0.001 0.126 0.439 0.521 0.001
Tiam1 Mrck-B  0.254 0.124 0.027 0.871 0.069 0.677
Rho Rac1 0.492 0.002 0.367 0.020 0.015 0.926
Rho Mrck-B  0.283 0.085 0.135 0.405 0.233 0.154
Rac1 Mrck-B  0.286 0.082 -0.022 0.890 0.003 0.984

4.3 IMUNOFLUORESCENCIA

Utilizando a linhagem celular HCT116, a imunofluorescéncia foi
realizada e a especificidade dos cinco marcadores, assim como sua
localizacdo de marcacgao citoplasmatica, pode ser visualizada devido a
marcacao dos anticorpos secundarios em vermelho (Alexa594 goat anti-

mouse IgG) e azul (Alexa488 goat anti-mouse IgG) na Figura 12.
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Figura 12 - Os cinco marcadores avaliados pela imunofluorescéncia.

Marcagéo citoplasmatica de Mrck-B (A), Pak1 (B), Rac1 (C), Tiam1 (D) e Rho (E)
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44 WESTERN-BLOT E CULTURAS CELULARES

A partir dos resultados encontrados na imunoistoquimica, foi realizado
um Western-blot com o anticorpo anti-Mrck-f3, usando as linhagens HCT116

e SW480, e mostrou marcar especificamente a proteina que possui 194kDa.

HCT11e HCT11le SWA4E0
Mrck-B Mrck-B Mrck-B
(194kDa) {194kDa) (194kDa)
i : | \ ) |
4Cka  20pg $uc  2dg 40ug  =0ug
— 250kDa — 250kDa — 250kDa
e H -
—— 150kDa —— 150kDa —— 150kDa
—— 100kDa —— 100kDa — 100kDa
—— 75kDa —— 75kDa —— 75kDa
—— 50kDa —— 50kDa —— 50kDa

Figura 13 - Especificidade do anticorpo contra Mrck-(3, avaliado por western-

blot com 40ug e 20ug de proteinas.

A linhagem HCT116, que possui 0 maior potencial metastatico em
relacdo a SW480, mostrou maior expressao de Mrck-B quando avaliada por
western-blot. (Figura 13) A a-f tubulina foi usada como normalizador por

estar expressa de forma enddgena.



42

1,200
1,000
0,800

0,600 - ey MRCK-B

i a-f tubulin
- = “

0,200

(

0,000

HCT116 SWA80

MRCK-B/ a-B tubulin protein level (arbitrary unit)

Figura 14 - Diferenca da expressao de Mrck- nas linhagens avaliadas.
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5 DISCUSSAO

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia de origem epitelial,
tratavel e frequentemente curavel quando na auséncia de extensao para
outros 6rgaos. A estimativa € de 30.000 novos casos por ano no Brasil de
acordo com o INCA (Ministério da Saude 2011).

No presente estudo foram avaliadas as diferentes expressdes de
proteinas da familia das Rho-GTPases e outras proteinas relacionadas, em
carcinomas colorretais metastaticos, suas metastases pareadas e
carcinomas colorretais ndo metastaticos, com pelo menos cinco anos de
acompanhamento.

Como esperado, entre os casos avaliados, os pacientes metastaticos
apresentaram tempo de sobrevida menor em relagdo aos pacientes nao
metastaticos (Figura 6). 40% de todos os casos avaliados eram do sexo
masculino. Este dado corrobora com a literatura que mostra que 47% dos
casos sao do sexo masculino (GOLAN et al. 2013).

Entre a casuistica, 25% dos pacientes foram diagnosticados com
cancer colorretal com a idade inferior a 50 anos. Esta porcentagem de
pacientes mostrou-se elevada quando comparada a dados da literatura
(12%) (GOLAN et al. 2013).

Os tumores primarios com e sem metastases foram classificados em
sua maioria pela auséncia de linfonodos acometidos (46% e 57%,

respectivamente). Apesar da auséncia de linfonodos acometidos, cerca de
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30% dos pacientes morrem por causa da doenga metastatica (HYSLOP e
WALDMAN et al. 2013). Devido as questbes levantadas sobre a
classificagdto TNM (GAO et al. 2013), a avaliagdo de marcadores
relacionados a progressao tumoral e metastase, como as Rho GTPases,
podem ser de grande importancia para a identificacdo de pacientes que irdo
desenvolver metastases.

Uma das proteinas que pode ajudar na identificagdo da progressao
tumoral é Tiam1. Esta proteina é um fator de troca de guanina (GEF)
especifica de Rac1 e possui um papel na regulacédo da polaridade apical-
basal em células epiteliais, crescimento, diferenciacdao e motilidade celular
(ADAMS et al. 2010). Tiam1 apresentou-se diferencialmente expresso nos
tumores primarios (p=0.029) e sua expressao foi maior nos tumores nao
metastaticos. Porém outros autores encontraram resultados divergentes em
CCR. Foi observado, em diferentes linhagens tumorais de cancer colorretal
com e sem metastase, que a expressdo de Tiam1 esta elevada nas
linhagens com perfil metastatico (LIU et al. 2005). Por outro lado, ja foi
relatado em cancer de mama, que a baixa expressdo de Tiam1, avaliada
pela imunoistoquimica, esta relacionada a um alto indice de proliferagao, ao
nivel de invasdao tumoral (classificacdo T) e com a positividade de p53
(STEBEL et al. 2009).

Curiosamente, nao foi observada diferenca de Rac1 entre os tumores
primarios, porém existe uma forte correlacdo entre Rac1 e Tiam1 nos
tumores metastaticos (p=<0,001) e suas metastases (p=0,001). Esta

correlagado nao foi observada entre os tumores ndo metastaticos (p=0,439).
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Uma vez que Rac1 nao esta diferencialmente expresso entre os tumores
primarios e Tiam1 tem a funcao especifica de catalisar a troca de GDT para
GTP em Rac1, é possivel afirmar que a correlagao positiva Tiam1-Rac1 nao
seja a principal causa de metastase em cancer colorretal. Esses dados
contradizem a literatura, que sugere que Tiam1 regula Rac1 levando ao
processo metastatico. Em melandcitos foi avaliado que apenas Ract
constitutivo ndo gera o perfil metastatico e foi detectada alta expressao de
Tiam1 (DALTON et al. 2013). Esta relagao foi vista também em cancer renal
(ENGERS et al. 2001) e em cancer de mama (BOURGUIGNON et al. 2000).

A marcacao atipica de Tiam1, presente no nucleo celular, foi
encontrada nos tumores primarios, com e sem metastases, e nas
metastases hepaticas. Dentre os 13 casos de tumores primarios
metastaticos, 7 casos apresentaram marcacao nuclear em suas metastases
hepaticas, mostrando que 0 mesmo padrao expresso nos tumores primarios
reflete em suas respectivas metastases. Nao ha relatos na literatura sobre a
marcagao nuclear de Tiam1; essa marcacao atipica pode estar relacionada
ao comportamento aberrante do tumor e futuros estudos devem investigar a
presenca nuclear de Tiam1.

Por outro lado, Rac1 mostrou uma marcagao exclusivamente
citoplasmatica, e ja foi descrita sua marcagao nuclear em células de cancer
cervical (MENDOZA-CATALAN et al. 2012) e gastrico (SU et al. 2011); essa
marcagao nuclear de Rac1 pode estar ligada ao aumento de expressao de

Tiam1 e relacionada a invasao em cancer gastrico (SU et al. 2011). Apesar
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da correlagéo positiva com Rac1, Tiam1 n&o induz a presenca de Rac1 no
nucleo celular no céancer colorretal.

Como efetora de Rac1 e seu papel fundamental na sobrevivéncia,
proliferacdo e motilidade celular, a proteina Pak1 foi avaliada e apresentou
uma correlagdo, entre os tumores primarios com e sem metastases, com
Tiam1 e nos trés grupos avaliados com Rac1 (Tabela 4). Apesar das
correlagdes positivas, Pak1 ndo esta diferencialmente expressa entre os
tumores primarios. As correlagdes indicam que as interagdes proteicas entre
Tiam1, Rac1 e Pak1 corroboram com a literatura, porém ndo se mostraram
responsaveis pela formacao do perfil metastatico, indicando que essa via
nao € a principal via para a progressao tumoral e metastase em cancer
colorretal. Por outro lado, ja foi relatado que a alta expressao de Pak1 esta
relacionada a progressdo tumoral em cancer colorretal (CARTER et al.
2004). Esta alta expressao pode estar relacionada a expressao de Cdc42 ou
a outras proteinas que regulam a expressdo de Pak1 (DUMMLER et al.
2009).

Ja a GTPase Rho, mostrou uma correlacdo positiva com Rac1 nos
tumores primarios metastaticos (p=0,002) e primarios ndo metastaticos
(p=0,02). Apesar de nao ter interagao direta com Tiam1, Rac1 e Pak1, ja foi
descrito que a deplegdo de RhoA diminui a atividade de Rac1 (HEASMAN et
al. 2010). Esta correlagao € esperada uma vez que ambos, Rho e Rac1, tém
um papel na formagao de lamellipodia (ETIENNE-MANNEVILLE e HALL
2002). Rho apresentou um valor proximo de significancia entre os tumores

primarios (p=0,051) e sua expressao foi maior em tumores ndo metastaticos.
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Estudos mostram que varias proteinas da familia Rho estédo relacionadas ao
perfil invasivo e metastatico, como por exemplo, RhoA e RhoE em cancer de
colorretal (AL-HAIDARI et al. 2013; ZHOU et al. 2013), RhoB em cancer de
prostata (VEGA et al. 2012) e RhoC e RhoJ em melanoma (RUTH et al.
2006; HO et al. 2013). O anticorpo usado para avaliar Rho identifica um
grupo de proteinas (RhoA, RhoB e RhoC) que interagem com os mesmos
efetores (VEGA et al. 2008). Apesar dos inumeros relatos envolvendo Rho
na progressao do cancer, sua elevada expressao nos tumores primarios nao
metastaticos mostrou que a expressao proteica de Rho nido deve ser a
principal causa de metastase em cancer colorretal.

Mrck-3 € uma proteina que possui sitios de ligacdo de Cdc42 e Rac1
e apresentou-se diferencialmente expressa entre os tumores primarios sem
e com metastase (p=0.003). Quando comparado aos tumores primarios e
suas metastases, nao apresentou significancia (p=0.09). Os tumores nao
metastaticos mostraram uma expressdo negativa de Mrck- B, enquanto a
expressao positiva nos tumores metastaticos foi observada em 50% dos
casos. Mrck- [, avaliada pela imunoistoquimica, quando ausente néo
mostrou relevancia, mas quando presente é indicativo de pior progndstico
em tumores colorretais.

Nao foi observado correlagao entre Rac1 e Mrck- 3, apesar de Mrck-3
possuir um sitio de ligacdo de Rac1 (CHOI et al. 2008). A auséncia de
correlagcdo entre os marcadores mostra que a diferengca de expressao de
Mrck-B nos tumores primarios sem e com metastase nao € controlada por

Rac1. Na literatura ndo ha relatos dessa correlacdo. Mrck-f3 diferencialmente
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expressa deve ser mediada por Cdc42, que também possui um sitio de
ligagcao para Cdc42 (HUO et al. 2011).

Mrck-a esta mais bem descrita como efetor de Cdc42 e seus efeitos
na migracao e invasao celular. Esta proteina regula LIMK1 e LIMK2, quando
mediada por Cdc42, e leva a reorganizagao do esqueleto de actina. Outros
efetores das Rho GTPases como Pak1 e ROCK, efetores de Rac1 e RhoA
respectivamente, também regulam LIMK (SUMI et al. 2001).

Em relagdo a Mrck-, ja foi descrita sua co-expressao com Zbénula de
oclusdo 1 (ZO-1), que € um tipo de juncéao intercelular que estabelece a
adesao célula-célula e mantém a estrutura gerando clusters de moléculas
transmembranais e proteinas do citoesqueleto. Ensaios de migragcdo em
linhagens celulares mostram a co-expressao de Mrck-3 e ZO-1 dependente
de Cdc42 durante o processo de migracdo, mas quando as células estao
confluentes e param de migrar, a co-expressao nao é mais visualizada (HUO
et al. 2011).

Essas interacbes de Mrck reguladas por Cdc42 mostram a
importancia dessa via na migragao celular e no processo metastatico. Foi
relatado que Mrck-a e Mrck-B estdo relacionadas a invasao celular em
cancer de mama. A inibicdo de Mrck, juntamente com ROCK, diminui a
progressao tumoral. Mrck-a e Mrck- s&o 77% idénticas no dominio quinase,
mas Mrck- possui maior similaridade com ROCK (HEIKKILA et al. 2011).

Independente de todos os processos e estimulos que as células
sofrem durante a migracdo como a invasao celular, transporte e evasao da

resposta imune no sistema circulatério, parada em um local secundario,
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extravasamento e, finalmente, colonizagcdo e crescimento (KAPLAN et al.
2006), os marcadores avaliados apresentaram, em suas metastases, o
mesmo padrdo de marcagao observado nos respectivos tumores primarios.
Esta expressdo entre primarios e suas metastase reforca ainda mais a
importancia da avaliagcdo dos tumores primarios em cancer colorretal para
identificar os tipos tumorais que virdo a desenvolver metastases. E
importante ressaltar, que 38% dos tumores primarios foram tratados com
quimioterapia e radioterapia, e o perfil de expressao das proteinas avaliadas
nao mostrou ser influenciada por esses tratamentos.

Os cinco marcadores também foram  avaliados pela
imunofluorescéncia e mostraram uma boa especificidade marcando os
citoplasmas das células HCT116 (Figura 11). Esta marcacao esta de acordo
e valida os achados imunoistoquimicos.

Devido aos resultados encontrados de Mrck-B que mostrou
significativa diferengca de expresséo entre os primarios e nao foi observada
diferenca de expressio entre o primario e sua metastase, sua expressao foi
avaliada em duas diferentes linhagens celulares. Uma com caracteristicas
metastaticas (HCT116) (ISHIZU et al. 2007) e uma com caracteristicas néo
metastaticas (SW480) (FLATMARK et al. 2004). O western-blot confirmou a
especificidade do anticorpo anti-Mrck-B nas duas linhagens avaliadas.
Ambas reconheceram uma banda de 194kDa e ndo apresentaram bandas
inespecificas.

Mrck-B apresentou maior expressdo na linhagem com perfil

metastatico, o que corresponde com os achados imunoistoquimicos. A
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expressdo elevada de Mrck-B nos casos metastaticos e na linhagem
metastatica indica que essa proteina pode ter um papel importante na
formacao de metastases.

Esta diferenca de expressdo de Mrck-B nunca foi descrita e deve ter
grande importancia durante o processo metastatico no cancer colorretal,
devido a suas funcdes de motilidade e migracdo celular. E necessario que
mais estudos sejam realizados para validacdo de Mrck-B como fator
prognostico do cancer colorretal e em outros tumores, incluindo a avaliagéo
de Cdc42 e outras proteinas que podem mediar ou serem mediadas por

Mrck-p3.
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6 CONCLUSAO

Entre as proteinas estudadas Rac1, Rho e Pak1 nao estéo
diferencialmente expressas entre os tumores primarios metastaticos e nao
metastaticos. Tiam1 esta mais expresso nos tumores primarios nao
metastaticos e Mrck-B estd mais expresso nos tumores primarios
metastaticos.

Entre os tumores primarios e suas respectivas metastases os cinco
marcadores estudados possuem o mesmo padrao de marcagado. A marcagao
atipica de Tiam1no nucleo das células também mostrou o mesmo padrao de
marcag¢ao quando comparado os tumores primarios e suas metastases.

Através dos ensaios celulares e do western-blot, Mrck-B mostrou-se
mais expresso na linhagem com perfil metastatico, validando as marcacgdes

encontradas pela analise imunoistoquimica.
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