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RESUMO

Os métodos imunohistoquimicos associados aos sistemas computadorizados de
analise de imagens tem sido de extrema importancia, como ferramentas auxiliares,
no estudo da expressdo de proteinas relacionadas a neoplasias malignas em
pacientes portadores de doencgas inflamatérias intestinais. Neste estudo, obtive-se o
perfil imunohistoquimico das proteinas p53 e Ki-67 do tecido intestinal de pacientes
com colite ulcerativa (n=30) um grupo tratado clinicamente e outro cirurgicamente de
ambos os sexos e idade média de 38,5 anos. Os tecidos foram fixados em formalina
a 10%, submetidos a rotina histolégica e montados em parafina. Fragmentos de
tecido (4 um) foram submetidos a técnica de imunohistoquimica para as proteinas
Ki-67 e p53. Os perfis de marcagao tecidual foram quantificados através de uma
estacdo de analise de imagem contendo um microscépio Optico equipado com uma
camera digital ambos acoplados a um computador contendo o software OPTIMAS®.
Os resultados obtidos demonstram diferengas significativas nos padrées de
marcagcao no tecido inflamado em pacientes tratados clinicamente quando
comparados aos tecidos de pacientes tratados cirurgicamente. As proteinas Ki-67 e
P-53 indicam marcadores imunohistoquimicos uteis para diferenciacao de tecidos de
colite ulcerativa que trazem caracteristicas pré-neoplasicas sugestivas de

malignidade.

Palavras-chave: Retocolite Ulcerativa, Imunohistoquimica, p53, Ki67.



ABSTRACT

The immunohistochemical methods associated with computerised systems for
analysis of images has been of extreme importance, as auxiliary tools in the study of
the expression of proteins related to malignant neoplasms in patients with
inflammatory bowel diseases. In this study, got up the profile of immunohistochemical
intestinal tissue of patients with ulcerative colitis (n =30), of both sexes and an
average age of 38.5 years. Tissues were fixed in formalin to 10%, subject to routine
histological and assembled in paraffin. Fragments of tissue (4 y m) were subjected to
immunohistochemistry for the technique of protein Ki-67 and p53. The profiles of
marking tissue were quantified through a workstation containing an optical
microscope equipped with both a digital camera attached to a computer containing
the software OPTIMAS ®. The results show significant differences in patterns of
dialling into the inflamed tissue in patients treated medically when compared to the
tissues of patients treated surgically. The proteins Ki-67 and p53 indicate be good
immunohistochemical markers for differentiation of tissues of ulcerative colitis that

bring pre-neoplastic features suggestive of malignancy.

Keywords: Ulcerative Colitis, Immunohistochemistry, p53, Ki67.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Doencas inflamatérias intestinais

Na sua conceituagdo mais ampla, “as doengas inflamatérias intestinais” (DII)
correspondem a qualquer processo inflamatério envolvendo o trato gastrintestinal,
seja ele agudo ou crdnico, na sua maioria, sao afecg¢des de etiologia desconhecida e
de grande importancia em saude publica, cujo tratamento envolve custos
extremamente altos, incluindo aqueles relacionados a perda de produtividade. Além
disso, os pacientes portadores de Doenga de Crohn (DC) ou Retocolite Ulcerativa
Inespecifica (RCUI) geralmente ja experimentaram varios tratamentos cirurgicos e

com agentes imunossupressores (Rothenberg, 2002; Campos et al., 2002).

A despeito de constituirem doencas distintas, compartilham aspectos clinicos
e epidemioldgicos sugerindo a possibilidade de fatores etiolégicos comuns. O curso
clinico, cujas manifestagdes principais sao diarréia, dor abdominal e sangramento
retal, € caracterizado por periodos de remissao e exacerbagao, e apresenta

complicagbes as mais diversas (Dami&o et al., 2004).

A retocolite ulcerativa inespecifica, juntamente com a doencga de Crohn (DC),
compdem as doencas inflamatorias intestinais mais frequentes da atualidade (Lanna
et al., 2006). Em aproximadamente 10% dos casos ndo é possivel, diagnostico
diferencial entre a RCUI e a DC retal (Sutherland et al., 2002).

1.1.1. Retocolite ulcerativa

A etiopatogenia exata da retocolite ulcerativa inespecifica € desconhecida,
mas ha varias propostas de explicagao focando a atencado em trés teorias primarias:
suscetibilidade genética, desencadeantes ambientais e disturbios da regulacéo

imune em individuos geneticamente suscetiveis (Orholm et al., 2000). Segundo
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Kandice (2002) todas as teorias estao implicadas e nenhum fator isolado é causal.

A idéia de participagcao de mecanismos imunes é baseada nas manifestacdes
sistémicas que podem acompanhar essas doengas e na resposta terapéutica a
agentes imunossupressores. Estudos sugerem que a DIl pode resultar de disturbio
da regulacdo imune em resposta a antigenos comumente presentes na luz intestinal.
Em pessoa normal parece haver um balango entre os mediadores da inflamacéao
(citocinas pro- e antiinflamatdrias). Na DI, a tolerancia imunoldgica a flora endégena
pode ser aberrante e resultar em desequilibrio entre citocinas pro- e
antiinflamatdrias. Consequentemente, uma resposta imune inapropriada pode

ocorrer e estimular inflamagao cronica (Kandice, 2002).

O diagndstico da RCUI é principalmente baseado na colonoscopia e nos
achados histopatolégicos. A RCUI invariavelmente afeta o reto e estende
proximalmente a uma distadncia variavel. A inflamagdo é caracteristicamente
confluente, com o aparecimento de hemorragia e irritagdo mucosa. Os sinais mais
precoces tendem a ser perda sutil de padrdées vasculares com hiperemia e o edema
da mucosa. Com inflamagao mais ativa, a mucosa fica granular com presencga de
muco e hemorragia de contato. Em estado avangado encontra-se intensa ulceragao
que se assemelha com a DC severa (Turina et al., 2006).

No diagnédstico da RCUI teremos duas caracteristicas criticas influentes na
administracado subsequente que serdo: a extensao e a severidade da doenca.

A retocolite ulcerativa € uma doencga idiopatica caracterizada por um processo
inflamat6rio cronico que acomete predominantemente as camadas mucosa e
submucosa do intestino grosso (Figueirédo et al., 2004; Plevy et al., 2007). A doenga
na grande maioria das vezes afeta o reto e pode se estender cranialmente, em geral
de forma continua, ou seja, sem areas de mucosa normal entre as porgdes afetadas
comprometendo parte ou todo colon (Ghosh et al., 2000; Figueirédo et al., 2004).

A doencga pode iniciar em qualquer idade, sendo homens e mulheres
igualmente afetados. O pico de incidéncia ocorre dos 20 aos 40 anos e um segundo
pico nos idosos (Cottone et al., 2008).

A retocolite ulcerativa inespecifica tem despertado a atengcao pelo aumento
crescente da frequéncia demosntrado em casuistica com numeros significativamente

maiores de doentes nos ultimos anos (Marakhouski et al., 2007). Sua importancia
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relaciona-se ao fato de atingir adultos jovens, prejudicando todas as suas atividades.
A doenga ¢é incapacitante devido ao numero aumentado de evacuagdes com sangue
€ muco, as vezes, acompanhada de incontinéncia anal, dores abdominais, nauseas,
mal estar, anorexia e perda de peso,com comprometimento nutricional importante.
(Lamers, 1997). O tratamento clinico ndo cura a doenga, entretanto mantem
controlada em 80% dos casos RCUI (Habr-Gama, 2001).

A prevaléncia e a incidéncia das DIl variam amplamente e dependem de
multiplos fatores, incluindo etnia e localizagdo geografica. Segundo Kandice (2002),
a prevaléncia da DIl nos Estados Unidos é de aproximadamente 100 casos por 100
000 habitantes, com 10 000 casos novos diagnosticados anualmente. A prevaléncia
de RCUI é de 12/100 000 habitantes (Zaltman, 2007). Na Europa, a média de
incidéncia € de 10 casos de RCUI por 100 000 habitantes (Binder, 2004).

Nos paises em desenvolvimento as taxas de prevaléncia estdo em ascensao
e apontam para a influéncia ambiental na génese das DIl. A América Latina é
considerada uma regido de baixa prevaléncia da doenga quando comparada com
paises como os EUA, Reino Unido e Australia. As taxas de prevaléncia, incidéncia e
mortalidade no Brasil ainda sdo desconhecidas, apesar de relatos regionais
descreverem um aumento no numero de casos novos de DC, se comparados aos de
RCUI (Zaltman, 2007).

No Brasil, a prevaléncia elevada das doencas infecto-parasitarias, as quais
podem manifestar-se com colite, € uma dificuldade a mais para o diagnostico da
RCUI, sobretudo, se ha resisténcia em se pensar nessa afecgcdo em criangas.
Embora as afeccbes infecto-parasitarias devam ser consideradas por sua
importancia epidemioldgica, principalmente nas classes economicamente
desfavorecidas. Quanto a extensdo de comprometimento da doencga, podera limitar-
se ao reto (proctite), sigmoide e reto (proctossigmoidite) acometer todo o cdlon
esquerdo (colite esquerda) e finalmente o comprometimento de todo o cdlon e reto
(Pancolite ou colite universal) (Ghosh et al., 2000; Sutherland et al., 2002). Contudo,
deve-se fazer o diagnodstico diferencial com precocidade. (Watson et al., 2002;
Figueirédo et al., 2004).

Tipicamente as lesbes comegam no reto e se estendem proximalmente em

um padrao continuo e confluente. Os locais afetados sdo o reto e o colon sigmodide
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em 30% dos casos; o reto, o colon sigmodide e o colon descendente, em 40%; e todo

o colon, em 30% (Stenson, 1995).

O grau de atividade inflamatéria varia na sua severidade de moderado ou
grave com periodos de remissdo, ou de forma continua. O sangramento retal € o
sintoma de apresentacdo mais comum; outros sintomas incluem as evacuacdes
mucopurulentas pelo reto, urgéncia fecal, tenesmo e codlicas abdominais (Rose,
1998).

A associacao entre RCUI e cancer colorretal tem sido confirmada em varios
estudos, segundo os quais o risco de cancer é variavel e dependente de fatores
como tempo de evolugdo da RCUI e extensdo da doenga (Roessner et al.,2008;
Rubin et al., 2007). As chances de ocorrer cancer na retocolite ulcerativa sao
maiores nos pacientes com mais de dez anos de doenga e nos casos de pancolites.
Em criangas acometidas da doenga é incomum o cancer. O risco de cancer
colorretal em pacientes com RCUI tem diminuido em pacientes tratados com drogas

antiinflamatorias (Tsianos, 2000).

No entanto, dados recentes sugerem que pacientes com tratamentos muito
longos que ndo demonstrem uma diminuicdo da extensdo das areas acometidas

podem sofrer uma proctocolectomia.

1.1.2. Tratamento cirargico

Em pacientes com RCUl grave que inicialmente responderam a
corticosterdides, as taxas de proctocolectomia variam entre 38% a 60% (Plevy et al.,
2007). Setenta por cento dos pacientes graves, que sao tratados com
corticosteréides serdo nao aprsentarao os sintomas em um periodo de 5 dias, 5%
terdo uma melhoria significativa, e 25% n&o demonstrara nenhuma evolugéo
(Jarnerot et al., 2005).

Gorfine e colaboradores (2000) revisaram o0s espécimes cirurgicos de
portadores de RCUIl submetidos a proctocolectomia ou proctocolectomia

restauradora entre 1987 e 1999. O acompanhamento dos pacientes foi realizado
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com colonoscopias anuais e biopsias seriadas da mucosa colbnica, para detecgao
de cancer ou displasia. Analisados os laudos de bidpsias de colonoscopias, e
observou que cerca da metade dos espécimes cirurgicos continham pelo menos um
foco de displasia. O diagndstico de displasia esteve associado com risco maior de
aparecimento de cancer. O valor preditivo positivo de um achado pré-operatério de
displasia de qualquer grau foi de 50% para cancer. Os autores concluem que, até o
aparecimento de um marcador melhor, o achado de displasia deve ser visto com

forte suspeita de coexisténcia com cancer colorretal.

A indicagdo cirurgica ficaria reservada para os pacientes considerados
intrataveis clinicamente, ou seja, que ndo respondem aos diversos esquemas de
tratamento, com dosagem no limite dos efeitos colaterais, ou eventualmente ja
apresentando inicio dos efeitos colaterais das medicagbes para manter um minimo
de estabilidade da doenga, em geral pacientes jovens com pancolite. O megacdlon
téxico, e presengca de displasia de alto grau nas biopsias de seguimento

endoscoépico (20%), cancer, perfuracao e hemorragia macica (Leal et al., 2006).

O tratamento cirdrgico da retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) tem
evoluido ao longo das ultimas décadas (Lillehei, 2007). Desde a sua introdugcéo em
1978 por Allan Parks, a proctocolectomia com construcdo da bolsa ileal e
anastomose ileo anal tornou-se o tratamento cirurgico de escolha para a retocolite
ulcerativa (RCUI), quando ganhou a indicagdo de tratamento cirurgico (linyckyj,
2007).

Esta tem sido a melhor opcédo nas ultimas duas décadas, para o tratamento
desta afeccdo, embora a colectomia com anastomose ileo-retal ainda tenha seu
lugar em casos selecionados com resultados funcionais aceitaveis, bem como uma
melhor qualidade de vida para os pacientes e observando-se que o nivel de
satisfagcdo do mesmo apds construgcado da bolsa ileal com anastomose ileo anal é
geralmente elevado, consegue padrdes de fungdo intestinal satisfatério, com numero
de evacuagdes diarias (4-6 vezes) e as fezes com preservagédo da consisténcia e

funcao ssexual preservada.(Michelassi et al. 2003; Shibata et al., 2006).

14



Machado, MCFP Imunoexpresséao das proteinas ki67 e p53 em pacientes...

1.1.3. Bolsaileal

Varias alternativas de construgédo de bolsas foram utilizadas com o objetivo de
mimetizar a perda do reto e substituir suas fungdes tais como; de armazenamento e
controle da eliminacao das fezes. Os objetivos basicos do tratamento cirurgico da
RCUI sao extirpar a doenga e preservar a continéncia. A Proctocolectomia com
bolsa ileal representou um dos maiores avangos no tratamento. Este procedimento
cirargico possui a vantagem de ser o tratamento efetivo dessas enfermidades,
deixando o paciente livre de uma ileostomia definitiva (Lillehei, 2007).

No Brasil, o Reservatorio ileal (Rl) foi introduzido em 1984, por Goées e
colaboradores com apresentagdao dos trés primeiros casos operados. Varias
modificacdes na confeccdo do RI foram propostas como alternativas aos formatos
em “S” (Parks et al., 1978; Godes et al., 1986) e em “J” (Utsunomiya et al., 1980).
Reservatérios em “W” (Nicholls et al., 1985), em dupla camara (Gées et al., 1993),
além de outros, foram descritos, visando ao aprimoramento na funcdo de
armazenamento do conteudo assim como o seu esvaziamento adequado (Gées et
al., 1995) (Figura 1).

O Rl em “J” tem sido o mais utilizado, com relatos de acompanhamento dos
mesmos a longo prazo. Este tipo de reservatorio apresenta como vantagens a
facilidade na sua confecgéo, e maior eficiéncia funcional da evacuacéo (Leal et al.,
2006). O comprimento do segmento ileal escolhido varia de acordo com a disposi¢éo
dos vasos mesentéricos e com a estrutura anatébmica pélvica dos pacientes. O

tamanho final da bolsa é de 15cm (Gdes et al., 1995).
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Bolsa lleal em “S” Bolsa lleal em “W” Bolsa lleal em *J

Figura 1. Tipos de bolsa ileal (Fonte: www.surgery.wisc.edu/general/images/pouch_w.jpg)

A proctocolectomia total com anastomose ileo-anal e AIA consiste na
colectomia total, sepultamento do reto ao nivel dos musculos elevadores do anus,
confeccado de reservatorio ileal, seguida de anastomose ileo-anal. As vantagens
deste procedimento sdo: resultado funcional satisfatério, elimina a doencga intestinal
e o risco de cancer, mantem a continéncia anal e preserva a imagem corporal.
Todas estas vantagens tém feito com que as indicagdes para tratamento cirirgico da
retocolite ulcerativa universal tenham se tornado mais frequentes, encurtando o
tempo decorrido entre o inicio da sintomatologia e a indicagdo do tratamento
cirurgico (Lillehei, 2007).

Além das medidas terapéuticas cirurgicas tradicionais cada vez mais tem sido
estimuladas as pesquisas envolvendo métodos menos invasivo e eficazes no
diagndstico e conhecimentos sobre a evolugdo das lesdes inflamatdrias intestinais
mais frequentes. O desenvolvimento de marcadores moleculares tem sido bastante

estimulado como ferramenta de apoio clinico e cirurgico.
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1.1.4. Marcadores moleculares da DIl

Poucas medidas na medicina diagnostica tiveram tanto impacto em anos
recentes quanto a introdugao, nas praticas de laboratério clinico, dos imunoensaios
para determinacgao de proteinas relacionadas a tumores, também classificadas como

marcadores tumorais (Pradal et al., 2004).

Os marcadores biolégicos sdo macromoléculas presentes no tumor, no
sangue ou em outros liquidos biolégicos, cujo aparecimento e/ou alteragbes em suas
concentragbes estdo relacionados com a génese e o crescimento de células
neoplasicas (Capelozzi, 2001). Tais substancias funcionam como indicadores da
presenca de cancer, e podem ser produzidas diretamente pelo tumor ou pelo
organismo, em resposta a presenga do tumor (Silveira, 2005). Os marcadores
tumorais, em sua maioria, sdo proteinas ou fracbes de proteinas (Almeida, 2004),
incluindo antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas e

hormonios (Mattos et al., 2005).

Esses marcadores podem ser uteis no manejo clinico dos pacientes com
cancer, auxiliando nos processos de diagndstico, estadiamento, avaliagdo de
resposta terapéutica, detecgdo de recidivas e progndstico (Alonzo, 2005), além de
auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento (Pacheco et al.,
2002). Podem ser caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou
imunohistoquimicos nos tecidos ou no sangue, e por testes genéticos para
pesquisas de oncogenes, genes supressores de tumores e alteragcdes genéticas
(Mattos et al., 2005).

Entre os principais marcadores tumorais estdo: AFP (alfafetoproteina); MCA
(antigeno mucoide associado ao carcinoma); Cromogranina A; BTA (antigeno
tumoral da bexiga); Telomerase; NMP22 (proteina da matriz nuclear); Cyfra 21.1;
PAP (Fosfatase Acida Prostatica); CA 72.4; R-HCG (Gonadotrofina coribnica
humana); CA 125; CA 15.3; CA 19.9; CA 27.29; CA 50; Calcitonina; Catepsina D;
CEA (antigeno carcinoembrionario); C-erbB-2 (oncogene); LDH (desidrogenase
latica); K-ras; NSE (Enolase Neurbnio-Especifica); PSA (antigeno prostatico
especifico); p53 e beta 2-Microglobulina (Pradal et al., 2004).
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O marcador ideal reune as caracteristicas de diagndstico precoce de
neoplasias e de sua origem, estabelecimento da extensao da doenga, monitorizagao
da resposta terapéutica e deteccédo precoce de recidiva (Reis, 2005; Rosa et al.,
2005), além de ser orgao-sitio especifico e ter meia-vida curta, permitindo
acompanhar temporariamente as mudangas do tumor (Silveira, 2005). A maioria dos
marcadores disponiveis falha pela falta de especificidade e sensibilidade, excegao
feita ao PSA que é utilizado para rastreamento de neoplasia prostatica (Rosa et al.,
2005).

Embora a RCUI seja uma doencga inflamatodria de origem nao-neoplasica, o
cancer coloretal ainda € a principal causa de morte nos pacientes acometidos com
essa DIl (Lashner et al., 2003). Além disso, até aproximadamente 1993 os doentes
assintomaticos com displasia de grau elevado ou cancer eram aconselhados a se

submeterem a colectomia total (Riddell et al., 1983).

Por outro lado, os programas de vigilancia (marcadores de prognostico) e
prevengdo direcionados para estes parametros ndo conseguiram diminuir

mortalidade relacionada com cancer (Provenzale & Onken, 2001).

Dentre os marcadores de prognéstico atualmente testados estdo alguns
marcadores sorolégicos e/ou tumorais, como o IL-6, ICAM, o-TNF, Dehydro-
epiandrosterona (DHEA), ciclooxigenase-2 (Ferreira et al., 2004; Louro et al., 2002);
proteinas p53 e Ki67 (Straub et al., 1998; Lashner et al., 2003; Silva-Filho et al.,
2005; Acay et al., 2006).

1.2 A Importancia Bioldgica e Clinica das Proteinas p53 e Ki67

O gene p53 localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) foi
descoberto através de estudos bioquimicos realizados por Lane e Crawford em
1979, quando se observou a codificacdo de uma fosfoproteina nuclear de 393
aminoacidos e 53 kD e denominada p53 (Gasco & Crook, 2003). Essa proteina que
tem sido responsabilizada por uma série de fun¢des regulatorias do desenvolvimento
celular, é expressa a partir de um gene regulador chave do ciclo celular que, que ao

sofrer mutagdes, leva ao desencadeamento de neoplasias malignas. Tem um
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papel importante nas vias de carcinogénese de diferentes tipos de tecidos, atuando,
portanto, como um gene supressor tumoral em condigdes normais, ou seja, bloqueia
a proliferagao celular (Park et al., 2007). Por esse motivo a p53 é chamada guardia
do genoma (Lane, 1992) e estda no ponto de convergéncia de varias rotas
sinalizadoras distintas (Morris et al.,2008) . Esta proteina € um tetrémero capaz de
se ligar a seqUéncias especificas do DNA sendo um fator de transcricdo que controla
de forma positiva ou negativa a expressédo de diversos genes envolvidos em varias
vias celulares (Figura 2). Dentre as vias mais importantes se destacam a inibicdo da
replicacédo do DNA, funcionando como uma molécula de “check-point” da progressao

da célula no ciclo celular da fase G1 para a fase S e também da fase G para fase M.

Desta forma, € garantida a manutencdao da integridade do genoma e o
controle da proliferagdo celular (Chen et al., 2003). Adicionalmente, a p53 também
esta envolvida na apoptose, embora uma via de apoptose independente da p53

tenha sido identificada (Janssen et al., 2008).

A atividade da proteina p53 inicia-se com a sua ligagdo ao DNA induzindo a
transcricdo de um outro gene regulador, o p21. Este, por sua vez, transcreve uma
proteina de 21 quilodaltons (p21) que se une ao complexo da ciclina G1-CDK2, o
qual, na auséncia dessa proteina, faz a célula transpor o ponto de checagem G1, ou
seja, o ponto de inicio do ciclo celular. Portanto, a p53 impede indiretamente, através
da proteina p21, que a célula progrida para a fase S e replique seu DNA. Além
disso, a p53 inibe a expressdao de bcl-2 e promove a sintese de Bax, ou seja,

contribui para a morte celular programada ou apoptose (Inoue et al., 2005).

19



Machado, MCFP Imunoexpresséao das proteinas ki67 e p53 em pacientes...

-

YN
N
- p53 ativada

nivels elevados

/N

/ B Ativagao franscricional
/ Interag@o com
proteinas celulares

/ GADD45A  p21™  MDMs2 ‘

| Bax=1
v \A Outros alvo
Ativagao das —
exonucleases — y g ",
'y ) G1 S
- ) . .
| - )\\_____ A v
|, ~ '@
' / M
N AN < G2
EIR;BTJK Apoplose Earada do
ciclo celular
Eliminagac das
células anormais
l Senescéncia
Supresséo da
teratogenese
A/
Manutencao
da estabilidade | > Supresséo da
genetica carcinogénese

Figura 2. Heterogeneidade das vias de sinalizagao utilizadas pela proteina p53 em seu
papel de “guardia do genoma” (Fonte: Rev.bras.hematol.hemoter., 2002).

Estudos indicam, ainda, que a superexpressao da proteina p53 em outros
tumores (por exemplo, carcinomas de mama, colon e bexiga) correlaciona-se com
diminuicdo da diferenciagao histolégica, comportamento biolégico mais agressivo e
reducao da sobrevida dos pacientes (Lazzaro et al. 2000; Chen et al., 2003; Hofseth
et al., 2004).

Alteracdo no gene p53 pode ser detectada tanto pelo sequenciamento direto

do gene quanto pela superexpressdo imunohistoquimica da sua proteina. A
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superexpressao da proteina p53 pode ser um indicador de mutagdo desse gene
(Gasco & Crook, 2003).

Varios estudos tém demonstrado que anormalidades do gene p53 estéo
envolvidas na génese de aproximadamente 50% das neoplasias malignas (Soussi et
al., 2007). A proteina mutante p53 inativa a proteina p53 normal ocasionando perda
da fungado de supressao tumoral desse gene, o que permite a atividade oncogénica
(Figura 3). A proteina p53 é metabolicamente labil, sendo rapidamente degradada
no nucleo com uma meia-vida variando entre 6 a 30 minutos e provavelmente por
esse motivo € usualmente indetectavel em células de tecidos normais. A forma
mutante dessa proteina exibe um aumento de sua meia-vida, podendo ser detectada

por técnicas imunohistoquimicas em muitos tumores (Horn et al., 2007).

Mecanismos de inativagao da

p53
Gene Gene
mutado ndo mutado
Interagao |nteragio com
- Mutacéo com .
uma proteina
:Jqf‘;tsi?s% nonsense proteinas virals pl lar
(delegéio) celulz
Proteina Proteina Estamllzacao Degradacao (MDM-2) Establhzacao
nao néo funcional ou 7
funcional proteina truncada l l

EB (HPV) Inibigdo pela
transativagao

v v . .

T EiB TAX EBNAS ?
(SV=40) || (Adenovirus) (HTLV) (EBV)

Figura 3. Diferentes mecanismos de inativagdo da proteina p53
(Fonte: Rev.bras.hematol.hemoter.,2002).
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A pb53 regula a expressédo de genes envolvidos na apoptose,
angiogénese, ciclo celular e manutencdo do genoma. Mutagcbes no gene p53 sao
encontradas em cerca de 50% dos canceres colo retal, com a maioria das mutacdes

que ocorrem em exons 5-8 (Mills et al., 2005).

Estas mutagbes parecem ser formadas relativamente tarde na génese do
Cancer coloretal (CRC), ou seja, durante a conversdo da displasia em carcinoma
invasivo. A p53 tem sido amplamente investigada tanto como um progndéstico como
uma terapia preditiva como marcador no CRC. Além disso, uma variedade de
meétodos foram utilizados para determinar anormalidades da p53. Estes métodos tém
geralmente empregado a imunohistoquimica para detectar a proteina p53 ou analise

da sequéncia de DNA para detectar mutacdes genéticas (Duffy et al., 2007).

Em pacientes com RCUI a avaliacdo dos niveis de p53 tem sido considerado
como teste complementar para displasia e fator progndéstico para o cancer intestinal
(Lasher e tal., 2003; Paun et al., 20006)

A Ki-67 € uma proteina nao histénica, com peso molecular aparente de 345 a
349 Kd sendo o anticorpo monoclonal obtido pela primeira vez por Gerdes e
colaboradores em 1983. Esta proteina esta presente em todas as fases do ciclo de
divisdo celular (exceto a fase GO) (Brown et al.,, 2002), alcangando sua maior
expresséo nas fases G2 e M (Barbosa et al., 2003). Sendo um antigeno monoclonal,
de vida média de uma hora (Zhang, 2001), o cromossomo 10 parece ser aquele
envolvido na sintese protéica determinante deste antigeno no ciclo celular (Key et
al., 1993). Assim, varios trabalhos referenciam o Ki-67 como indicador clinico do
comportamento biolégico das neoplasias malignas (Gerdes et al., 1991), pois
sinaliza a sintese do DNA da célula tumoral com o aumento da marcacao de células
malignas com este antigeno. Outro aspecto que merece ser ressaltado é a definicao
das margens cirurgicas pelo Ki-67, pois demonstram a invasdo tumoral por vezes
nao detectadas a microscopia Optica, sendo o aumento de sua positividade

determinante nos indices de mau prognostico.

O uso do Ki-67 esta restrito ao tecido a fresco, pois o epitopo n&o sobrevive a
fixagao histolégica de rotina. MIB-1 € um verdadeiro anti-Ki-67 equivalente, que pode

ser empregado em tecidos fixados em formalina e em tecidos rotineiramente
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processados com recuperacao antigénica atraveés de microondas. Uma das técnicas
imunohistoquimicas na avaliagcado da proliferacao celular é a detecgao do Ki-67
(Muskhelisshvili, 2003).

Frequentemente a proteina Ki67 € utilizada como um marcador para a
proliferacdo celular em cortes teciduais (Aoyagi et al., 2008), sendo importante
ressaltar que a sua positividade nao é exclusiva nas neoplasias malignas, mas sim
predominante em relagdo as benignas nos tecidos glandulares, sendo o melhor
marcador de transformagdo maligna, como, por exemplo, do carcinoma versus
adenoma pleomoérfico (Barbosa et al., 2003). Em outros trabalhos demonstrou-se
através da imunohistoquimica que a auséncia de marcacdo em biopsias de
pacientes com colite ulcerativa € um indicador do grau de displasia (Wong et al.,
2000; Zivkovic et al., 2004; Acay et al., 2006).

1.3 Andlise Digital de Imagens em Patologia

Os mais diversos métodos de analise tém sido aplicados para traduzir de
forma mais objetiva e numericamente representativa as transformagdes que ocorrem
nas células inflamatoérias (Francis, 2000), seja através da analise colorimétrica de
células neoplasicas em cultura (Alley, 1991), citometria automatica ou variagdes

morfométricas nucleares (Roels, 2000).

No apoio a interpretacdo dos resultados obtidos pela histoquimica de células
inflamatdrias, os sistemas computadorizados de analise de imagens tém fornecido
dados qualitativos e quantitativos mais refinados esclarecendo assim, varios

aspectos histomorfologicos (Demirkaya, 1999; Lee et al., 2004).

A analise digital de imagens € de grande importadncia para o diagndstico,
especialmente nos casos onde a suspeita clinica de cancer prevalece mesmo apés

uma bidpsia negativa (Montironi et al., 2000).

O avango da computagdo digital tem oferecido grandes beneficios na
discriminacao e estudo estatistico de dados numéricos. A possibilidade da utilizagao
de ferramentas computacionais na construgao de graficos complexos, avaliacdo dos
padrbées de cor e capacidade de armazenar imagens tem sido amplamente utilizada
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nas analises morfométricas de padrbes histolégicos e citologicos (Hamilton, 1997;
Lambert et al., 2001; Melo-Junior, 2003).

Inimeras técnicas morfométricas foram desenvolvidas durante os ultimos
anos com a expectativa de introduzir na pratica da patologia critérios objetivos e
reprodutiveis relacionados ao diagndstico e ao prognostico de doengas inflamatorias
intestinais. Contudo, os estudos quantitativos ndo foram inicialmente considerados
praticos devido a complexidade das técnicas e o longo tempo necessario para o

processo (Bartels & Thompson, 1994).

Com o avango dos componentes computacionais, novos métodos para
captacédo e tratamento de imagens tém facilitado cada vez mais a precisdo das
informacbdes devido a capacidade de se realcar, excluir e delimitar certas
caracteristicas obtidas pela imagem digital. Estas imagens digitais sao
representadas por uma matriz cujos elementos sdo chamados pixels (picture
elements) que representam a unidade fundamental de analise de uma figura através

de tonalidades especificas de cor (Synopsis, 1996).

Programas computacionais cada vez mais especializados em analise de
parametros microscopicos tenderdo a se tornar uma pratica frequente nos
laboratdrios, seja para pesquisa ou diagndstico de rotina (Hamilton, 1997; Barbosa-
Junior, 2001).

As vantagens da mensuragéo das estruturas biolégicas na histopatologia e na
citopatologia incluem: diminuicdo da variabilidade na quantificagdo dos aspectos
celulares e teciduais; promog¢ao de uma escala numérica e reprodutivel dos aspectos
qualitativos; aumento da sensibilidade na detecgao de alteragdes minimas; avaliagao
dos efeitos de diferentes métodos de processamento histolégico; emprego no
controle de qualidade; determinacdo da forma e tamanhos padrdes para ensino e
diagndstico; maximizagdo como ferramenta de pesquisa (Hamilton & Allen, 1995;
True, 1996).

Através da analise computadorizada de imagens podem ser processadas
medidas lineares, contagem de objetos, determinagdo de forma, estereologia, além
de mensuragdes mais complexas e multiparamétricas (Barterls & Thompson, 1994;

True, 1996; Oberholzer et al., 1996). Estes novos parametros tém servido como
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auxiliares no diagnéstico de neoplasias dos mais variados tipos (Herman, 1996;
Waldman et al., 1996; Novik, 2000; Rubegni et al., 2001).

Avaliagbes histolégicas através da imunohistoquimica, imunofluorescéncia
(Waggoner et al., 1996), densitometria do DNA (Cohen, 1996) e reconstrugao tri-
dimensional de estruturas (Whimster & Cookson, 1995), conjugados a métodos
morfométricos computadorizados, tanto no modelo experimental (Figuerédo-Silva et
al., 1999), como em seres humanos (Araujo-Filho et al., 2006; Melo-Junior, 2003)
tem fornecido resultados mais precisos e completos para os mais diversos tipos de

alteragdes morfologicas nos tecidos.

Através da captacdo de imagens histologicas pelo computador novas
aplicagdes tém surgido no intuito de agilizar o fluxo de informagdes sobre temas e
problematicas no campo da interpretacao das diversas alteragdes morfologicas e até
bioquimicas dos ambientes celulares durante as mais variadas situacdes de estresse
resultando numa maior precisdo dos resultados obtidos (Rashbass, 2000; Peterson
et al., 2000).

Esta opgdo metodolégica tem se apoiado cada vez mais em novas
tecnologias permitindo a troca de informagdes e resultados de estudos em tempo
real através da captacdo e analise de imagens utilizando-se da rede mundial de
computadores / internet (Eusebi et al., 1997; Strauchem et al., 2000; Demartines et
al., 2000).

Os dois métodos basicos para realizar medicdes aplicando-se sistemas
computacionais sdo: o sistema interativo de analise de imagens através de um
operador para definir as estruturas de interesse usando cursores ou canetas digitais
e o sistema automatico de analise de imagens que através de video camera
acoplada captura as imagens histologicas para serem armazenadas na memoria do
computador (Hamilton, 1997; Lambert et al., 2001).

Estudos mencionados na literatura demonstraram a utilidade da analise digital
de imagem na identificacdo e quantificagdo de areas marcadas através de reacgao
imunohistoquimica em neoplasias de pele (Melo-Junior et al., 2006), prostata
(Araujo-Filho et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA CIENTIFICA

O conhecimento do maior numero de variaveis diretamente associadas ao
progndstico para evolugao de tumores intestinais torna-se necessario para a melhor
identificacdo de pacientes que poderao se beneficiar de ferramentas diagndsticas
complementares, como o uso de marcadores biolégicos como o caso de algumas,
proteinas especificas que desempenham importantes funcdes no desenvolvimento

de doencas neoplasicas e inflamatdrias.

A partir disso, este trabalho propde avaliar as repercussdes teciduais quanto
aos aspectos histolégicos e a imunoexpressao das proteinas Ki67 e p53 de
pacientes diagnosticados com RCUI e tratados clinicamente ou através da cirurgia

com a construcdo de uma bolsa ileal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar através da imunohistoquimica as principais alteragées histopatologicas

na mucosa intestinal de pacientes acometidos pela RCUI tratados clinicamente ou

subsequentemente tratados com ileostomia e construgao de bolsa ileal.

3.2 Especificos

» Obter o perfil anatomopatolégico de portadores de retocolite ulcerativa
tratados clinicamente ou cirurgicamente;

» Avaliar o estudo imunohistoquimico da expressdo de proteinas Ki-67 e p53
pelas células glandulares em tecidos com RCUI,;

» Realizar estudo morfométrico através de andlise digital de imagens da
expressdo das proteinas Ki-67 e p53 nos tecidos estudados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecao de casos

Foram selecionados blocos de parafina contendo fragmentos de tecido
intestinal anteriormente diagnosticados com retocolite ulcerativa (n=20) de pacientes
em tratamento clinico e blocos pacientes ja tratados cirurgicamente com
proctocolectomia com anastomose ileo-anal com bolsa ileal (n=10), dos arquivos do
setor de patologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) — UFPE,
gentilmente cedido pelo professor Francisco Albuquerque Lima. Para controle foram
selecionados e analisados a contra parte normal da bidpsia. Todas as amostras
foram oriundas de pessoas com idades entre 19 e 72 anos de ambos 0s sexos

(média = 38,5 anos).

Foram utilizados como critérios de inclusdo, a realizacdo de exame
colonoscopico entre os anos de 2000 e 2008, diagnéstico clinico acima de 7 anos
baseados na sintomatologia, radiologia e/ou endoscopia e a ndo apresentacao de
displasia ou metaplasia intestinal. Ja como fatores de exclusdo foram
desconsiderados os pacientes submetidos a qualquer processo cirurgico do cdlon
(plastica ou remocgao de tumores) e portadores de doenga de crohn ou colite

indeterminada.

O protocolo experimental desenvolvido no presente trabalho foi submetido e
aprovado pelo comité de ética de pesquisas envolvendo seres humanos da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE n° 200/08) (Anexo 1).

4.2 Processamento Histologico

Das amostras foram obtidos cortes histolégicos com 4 um de espessura,
montados em seguida montadas e coradas pela hematoxilina-eosina para analise

histopatoldgica.
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4.3 Preparacdo dos cortes histolégicos (Desparafinizacdo e Hidratagao)

As preparacoes histoldgicas foram colocadas em estufa a 37°C por 12 horas
(overnight) e em seguida em xilol por 10 minutos. Posteriormente, foram hidratadas
em banhos consecutivos de solugcbes com concentracdo decrescente de alcool

absoluto até 90%, permanecendo um minuto em cada diluigao.

4.4 Imunohistoquimica para revelacao das proteinas Ki-67 e p53

Para a técnica de imunohistoquimica, foi utilizado um anticorpo primario
monoclonal de camundongo da marca DAKO Corporation p53 (Clone Pab240) e um
anticorpo monoclonal primario antiproteina Ki-67 (Clone MIB-1) da marca DAKO
Corporation.

Para cada anticorpo foi utilizado um controle positivo que apresentava
marcagao quase na totalidade das células lesionadas. Para o anticorpo p53, utilizou-
se um caso de carcinoma coloretal e um fragmento de pele normal para o anti-Ki-67.

Para a recuperagao antigénica foi empregada a incubagdo das preparacdes
histolégicas em tampao citrato (3,84g de acido citrico, 48ml de hidréxido de sdédio
1M, completando para 2000ml de agua destilada, pH 6), Com o objetivo de inibir as
ligacdes inespecificas colocou-se uma solugao de leite nas preparagdes histolégicas
sob calor umido (Vaporeto®), durante 20 minutos . A solucao de leite foi preparada
no dia, utilizando-se 30ml TRIS (hidroxi-metil-aminometano) + 0,30g de albumina
bovina. Homogenizou-se esta solugdo com o auxilio de um agitador magnético e
adicionou 0,30g de leite desnatado em pdé Molico. Em seguida, filtrou-se essa
solucao em filtro milipore. Os anticorpos primarios foram diluidos em uma solugao
comercial (Antibody diluent, with background reducing components, codigo: S3022,
DAKO Cytomation — Carpinteria — USA) numa diluigdo de 1:50

Posteriormente, foram incubadas com o anticorpo primario (solugéo contendo
anticorpo monoclonal anti-Ki67 ou anti-p53 na diluicdo 1:50, por 30 min, em
temperatura ambiente de 25°C).

Logo apds as preparagdes histoldégicas foram imersas em tampao de
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lavagem TBS (800ml de acido cloridrico 1N, 116g de cloreto de sodio, 122g de
TRIS, 10ml de tween 20, completando para 20ml de agua destilada) em dois banhos
de cinco minutos. Em seguida pingou-se o anticorpo secundario (LSAB).

As preparagdes histologicas receberam inicialmente o Link (anticorpo
secundario de porco anti-camundongo, cabra e coelho) por trinta minutos e depois o
Estreptavidina por mais trinta minutos, na camara umidificada em temperatura
ambiente.

Para revelagdo das I|édminas utilizou-se o substrato cromogeno
diaminobenzidina (Liquid DAB + substrate, Chromogen System, cddigo: K3468,
DAKO - USA) preparado conforme instru¢cdes do frabicante e com tempos
previamente estabelecido para cada anticorpo, onde o p53 teve um tempo de 45
minutos e o Ki-67 um tempo de 3 minutos.

Lavagens em agua destilada foram feitas para retirada do excesso do
cromoégeno e posteriormente os cortes foram contracorados com hematoxilina de
Harris por 30 segundos e lavados em cinco banhos de agua destilada, sendo que o
terceiro banho continha hidroxido de aménia para conferir a coloracdo azulada da
Hematoxilina.

Finalmente procedeu-se a desidratacdo dos cortes em dois banhos de alcool
(um minuto cada) seguido por quatro banhos de xilol (um minuto cada). As laminas
foram montadas com Enthelam (cédigo: 107961, Merck — Alemanha) para fixagéo
das laminulas em resina e avaliadas no microscopio ooéptico (Olympus BH-2,

Japao).

4.5 Leitura das laminas

Para p53 e Ki-67 foram considerados como positivos, na analise, as laminas
que apresentaram mais de 10% de nucleos celulares intensamente corados, por
campo microscopico de magnificagdo de 400 vezes. A contagem do total de células
nas areas de interesse, e a contagem das células positivas nesta area,
estabelecendo sua proporgao em termos de percentuais.

A Imunohistoquimica era considerada negativa, quando demonstrava
auséncia de coloragcdo imunohistoquimica ou menos de 10% dos nucleos corados,
respectivamente para p53 e Ki-67 e positiva havendo mais de 10% dos nucleos

corados para p53 e Ki-67, respectivamente conforme a literatura (Shimada e tal.,
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1999)

4.6 Analise Computadorizada de Imagens

As imagens das preparag¢des histologicas foram capturadas utilizando um
sistema de video-camera acoplado a um microscépio Optico (Olympus BH-2), ja
utilizado com sucesso em analises diagndsticas (Oberholzer et al., 1996). O sistema
interativo de analise de imagens utiliza o Software OPTIMAS® 6.1 e Camera digital
CCBBW 410 (Sansung), disponiveis no Departamento de Patologia da UFPE
(Figura 4).

Figura 4. Estagcdo de andlise de imagens do
Departamento de Patologia, CCS-UFPE (abril, 2007).

Os perfis de marcagdo da imunohistoquimica dos cortes histoldgicos
(magnificagdo 200x) foram captados pelo ajuste do contraste do nivel de cinza (gray
value). A partir da captura das imagens, e apos digitalizagdo, padronizou-se a

margem de variacao (threshold range).

Foram realizadas as contagens de células com padrao nuclear de marcagao
em marron. Todas as células captadas foram contadas por dois analistas
isoladamente sendo avaliados cinco campos por lamina (perfazeendo um total de
150 campos analisados).

O parametro morfométrico adotado foi a area média total (um?) composta pelo
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somatorio das estruturas citoplasmaticas marcadas (perfil de marcagcdo da imuno-
histoquimica para o p53 e o Ki-67) por campo captado (area de 12.234 pm?) da

preparagao histoldgica.

Para minimizar distorcbes nos valores das medi¢cdes devido a presenca de
células ndo-marcadas, aplicou-se um fator de corre¢do (FC) de acordo com a
equacao FC = s/S, onde “s” é o valor da area superficial marcada e “S”, a area total
medida. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de

Student pareado, considerando-se um nivel de significancia, p < 0,05.

Para o estudo do padrao de marcagao dos anticorpos foi aplicada uma escala
semiquantitativa (Dxl) levando—se em consideragao a intensidade da coloracéao (I),
foi calculada a area média de células por campo captado (area de 12.234 pmz) em
porcentagem (%) onde a marcacéao fraca = 15-20%, moderada = 25-55% e forte =
60-95%, e a distribuigdo (D) variando entre fraca (+), moderada (++) e intensa (+++),

conforme metodologia utilizada (Ozer et al., 2000; Melo-Junior et al., 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aspectos histopatolégicos

Nos pacientes em que a cirurgia ndo € o tratamento de escolha é fundamental
a utilizagdo de outros fatores prognésticos para melhor compreender a histéria

natural da retocolite ulcerativa e definir melhor a terapia (Felin et al., 2008).

Dentre os fatores progndsticos avaliados no presente estudo, podemos
destacar o perfil da resposta inflamatoéria e a imunorreatividade as proteinas Ki-67 e
p53. Na avaliacdo histologica dos casos de RCUI estudados foi observada uma
diferenca no perfil de resposta inflamatéria entre os pacientes portadores de RCUI

tratados cirurgicamente quando comparados aos pacientes tratados clinicamente.

Foi observado nos pacientes tratados clinicamente um maior infiltrado
inflamatdrio predominantemente linfo-plasmocitario associado a areas de desgaste
da mucosa colbnica (erosdes/ulceragdes) (Figura 5), entremeado por regides com
fibrose intersticial (Figura 6). No grupo tratado cirurgicamente a arquitetura glandular
estava mais bem preservada e com auséncia de infiltragdes por células inflamatorias
(Tabelal).

Figura 5. Mucosa coldnica em paciente com retocolite ulcerativa apresentando
areas de erosao (setas) (Tricromico de Masson. Magnificagédo: 400x).
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Figura 6. Fibrose intersticial ( * )em paciente com retocolite ulcerativa
tratado clinicamente (Tricrobmico de Masson. Magnificagao: 400x).

Tabela 1: Prametros histopatolégicos em pacientes com retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI).

Parametros histopatolégicos

Grupo Inflamacao Fibrose Eroséo/ulceracao
RCUI-Clin Presente Presente Presente
RCUI-Cir Ausente Ausente Presente

Segundo nosso estudo, o quadro inflamatério demonstrou ser bastante

caracteristico em ambos os grupos estudados, o que evidencia ser isto um fator de

averiguacao e também fator de risco adicional para progressao neoplasica (ltzkowitz

& Yio, 2004; Rutter et al., 2004). Entretanto, existe muito pouca concordancia entre

as interpretacdes histopatolégicas o que evidencia a necessidade de aprofundar os

estudos sobre esse aspecto (Eaden et al., 2001).

Em ambos os grupos (cirurgico e clinico) ndo foram observadas areas de

ectasia vascular, hiperemia ou hemorragias, porém no grupo tratado clinicamente foi

encontrado um maior numero de agregados linfoides reativos (Figura 7).
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Figura 7. Mucosa coldnica em paciente com retocolite ulcerativa apresentando agregados
linféides reativos (Tricromico de Masson) Magnificagao: 400x).

5.2 Expressdao das proteinas p53 e Ki67

No estudo imunohistoquimico foi constatada uma reatividade para ambas as

proteinas p53 e Ki67 nas areas com RCUI (Tabela 2 e 3).

Tabela 2: Padrdo de marcacgao para proteinas teciduais (Ki-67) em pacientes com retocolite

ulcerativa idiopatica (RCUI).

Proteina tecidual

Grupo Ki67
RCUI-Cir 16,66% (5/30 )
RCUI-Cli 73,33% (22/30 )

% (Positivo/ numero total de preparaces histolégicas)

35



Machado, MCFP Imunoexpresséao das proteinas ki67 e p53 em pacientes...

Tabela 3: Padrao de marcagéo para proteinas teciduais (p53) em pacientes com retocolite

ulcerativa idiopatica (RCUI).

Proteina tecidual

Grupo p53
RCUI-Cir 26,66% (12/30)
RCUI-Cli 66,66% (20/30)

% (Positivo/ numero total de preparagdes histolégicas)

No entanto, a expressdo aumentada de p53 nos grupos tratados clinica
(Figura 8A) quando comparamos com o grupo tratado cirurgicamente sugere que
estes tratamentos diminuem as chances de ocorrer transformagao neoplasica das
lesdes de RCUI devido ao fato desta proteina estar relacionada a supressao tumoral
(Wong et al., 2000; Gupta et al., 2007).

No presente estudo, a imunoreatividade foi mais intensa nos tecidos
inflamados, aspecto este que corrobora o resultado observado por Sato &
Machinami (1999) ao reportarem que a reatividade das células em condi¢gbes nao-

neoplasicas correlaciona-se com severidade da inflamagao.

Nossos resultados confirmam estudo mais recente que afirma que, quando
ocorrem mutagdes e alta expressdo do gene p53 ocorre o surgimento de mais de
75% céanceres coloretais. Alem disso, o aumento da frequéncia de alelos mutantes
do p53 em tecidos intestinais pode conferir susceptibilidade para o desenvolvimento
de neoplasias em um microambiente inflamatério (Hussain, et al., 2000).

A analise de imagem da imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67 (Figura 8B)
demonstrou um aumento estatisticamente significativo na sua expressdo no grupo
de pacientes portadores de RCUI tratados clinicamente quando comparados aqueles

pacientes tratados cirurgicamente (Grafico 1).
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Figura 8. Biopsia intestinal. (A) Expressao tecidual da proteina p53 em mucosa intestinal
de paciente com retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI). Na figura B, observa-se padréo
de marcacgao intenso e nuclear (setas) para proteina Ki-67 em pacientes com RCUI

(Magnificagéo 400x).
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Gréfico 1. Analise digital da imunomarcagéo da proteina Ki-67 em pacientes com
retocolite ulcerativa.

Protocolos experimentais para analise imunohistoquimica da proteina Ki-67
em tecido parafinizado estdo sendo testados para marcacao de lesdes displasicas
na colite ulcerativa (Wong et al., 2000). Embora ndo se saiba ainda qual a
verdadeira influéncia da resposta inflamatéria na expressdao de proteinas
relacionadas ao cancer intestinal, estudos como este se tornam importantes no

entendimento dos varios aspectos relacionados as DII.
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6. CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada podemos concluir que:

v Ocorre diferenca no perfil da resposta inflamatéria nas amostras de pacientes
com RCUI tratados cirurgicamente e clinicamente, nestes ultimos ha presenga
mais acentuada de infiltrado linfo-plasmocitario, fibrose intersticial e

agregados linféides reativos;

v" Houve diferencga significativa na reatividade tecidual da proteina p53 entre as
amostras estudadas quando comparados os pacientes tratados clinicamente
com aqueles submetidos a cirurgia, visto que os tratados cirurgicamente nao

apresentavam uma area inflamada.

v" Ocorre aumento significativo no nimero médio de células com reatividade
para a proteina Ki-67 nas amostras teciduais de pacientes tratados

clinicamente.
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