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RESUMO: Objetivo: Visando oferecer um método que auxilie o diagndstico diferencial ou mesmo que seja indicador da transfor-
magdo neoplasica, a galectina-3 surge como um potencial roador da fisiopatologia de diversos tipos de canceentre eles o
cancer colorretal. Métodos: o perfil imuno-histoquimico foi obtido do tecido intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa
(n=20) e sua respectiva contraparte normal, de ambos os sexos e idade média de 55 anos. Os tecidos foram submetidos a
histoquimica da reagdo de Schif (PAS) para visualizagGes das inclusdes de glicosaminoglicanos e tricromico de Masson para
visualizacao das fibras coldgenas. Fragmentos de tecido (4 pum) foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica para a
proteina galectina-3A marcacao tecidual foi analisada através de uma estacao de trabalho, contendo um wscHpio éptico
equipado com uma camera digital, ambos acoplados a um computador contendo o software OPTIMAResultados: Os resultados
demonstram uma diminuicdo da expressdo da galectina-3 no sitio inflamatério da retocolite ulcerativa. Houve um aumento
significativo (p<0.022) no ndmero de células caliciformes dos pacientes tratados clinicamente, porém com reducdo do contetido
glandular. Conclus@es: Os dados sugem que a atividade glandularjuntamente com a educéo da expessdo da galectina-3
possam auxiliar o diagndstico e o monitoramento desses pacientes.

Descritores:Retocolite ulcerativa, galectina-3, analise digital de imagens.

INTRODUCAO das doencas inflamatérias intestinais (DIl), que se ca-

racterizam por inflamacgéo crénica do intestino, de

A retocolite ulcerativa idiopatica (RCUII) e a etiologia ainda ndo definitivamente esclarecida e em
doenca do Crohn (DC) sdo as formas mais comunsuja patologia estdo envolvidos fatores genéticos,
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ambientais e imunolégicos (Bs DIl ocorrememtodo  rancia com 0s microorganismos comensais, além de
o0 mundo e representam sério problema de salde, poexpressarem uma série de moléculas receptoras capa-
atingem preferencialmente pessoas jovens, cursam cozes de fazer a distingdo entre comensais e patdégenos,
recidivas frequentes e admitem formas clinicas de alt@om isso, ativando ou silenciando respostas mediadas
gravidade (2)A DIl é resultante de ativacéo persis- por células T (13).
tente e inadequada do sistema imune mucoso (3), ad- Atualmente ja estd bem estabelecido que a
mitindo-se que possa estar relacionada com um distidoenca inflamatoria intestinal resulte de uma resposta
bio autoimune (4). inapropriada de um sistema imune de mucosa defeitu-

Levando-se em consideragao os fatores genéeso incapaz de distinguir a microbiota de outros antigenos
ticos, € sabido que a retocolite é um fator predisponentkiminais (14) Mas, o0 modo e o porqué de como esta
ao surgimento de cancer de célon (5). Na RCUI, sdanducao inapropriada acontece ainda esta sendo alvo
reconhecidos trés tipos de lesGes pré-malignas: de pesquisas.
displasia plana, as lesdes/tumores associados a displasia
e 0s polipos adenomatosos esporadicos (6). Patologia geral da RCUI

Neste sentido Rutter e colaboradores (7) dao Na prética clinica o termo doenga inflamatéria
énfase ao processo inflamatorio estabelecido em longtestinal é usualmente reservado para a RCUI, para
prazo, como sendo fator determinante da carcinogénedeC e para a DIl de tipo indeterminadoRCUI € uma
colorretal envolvida na DIl. Contudo, existem indicios doenca inflamatoria cronica que envolve primariamen-
de que a carcinogénese oriunda da inflamacao cronicee o reto e intestino grosso. Ela acomete o reto e se
poderia estar relacionada com um dano causado pekstende proximalmente de modo contiguo, podendo
ativacao prolongada das vias de sinalizag&o respons&ariar desde uma proctite a uma pancolite dependendo
veis pela renovacao celular continuada f)esar  do grau de atividade da doenca. (15)
destes achados, um estudo retrospectivo (9) demons- Em relacdo as caracteristicas histologicas da
trou que a severidade da inflamacao é o fator que ofeRCUI, a avaliagdo da arquitetura tecidual, bem como
receria maior risco para o surgimento de uma neoplasiaja natureza do infiltrado inflamatério indicam se o pro-
com destaque, para o tempo da doenca e para a exteresso visualizado é crénico ou idiopatico, que na RCUI
sao da mesma (pancolite). a caracteristica principal é a distor¢cdo da arquitetura

As diferengas regionais com relagdo a tecidual do revestimento mucoso do cokefiteratura
frequéncia, a apresentacao clinica e a gravidade tantaponta que os pacientes com RCUI tém um risco mais
da DC quanto da RCUI, podem provavelmente seralto de desenvolver cancer colorretal do que a popula-
explicadas por fatores de natureza genética e ambientgBo geral (16)A extensdo e a duracdo da doenca séo
(10). Outro aspecto que deve ser levado em considedois fatores criticos que corroboram esta associagéao,
racdo no estudo das DIl é a grande escassez de esapesar de estudos recentes também apontarem que a
dos sobre a ocorréncia da DC e da RCUI nos paisegravidade da doenca € mais um fator predisponente ao
em desenvolvimento {J o que inclui, sobretudo, o Bra- surgimento da neoplasia intestinal. Para diminuir este
sil. Dessa maneira tornando mais dificil a realiza¢éo deisco, os pacientes sdo incluidos em programas de vigi-

inquéritos epidemioldgicos sobre estas doencas. lancia, com realizagdo colonoscopica com biopsias se-
riadas dos segmentos do célon e reto anuais naqueles
Imunobiologia da RCUI cuja doencga é diagnosticada entre 8 e 10 anos.
O epitélio intestinal € composto por uma ca- Mesmo com todas essas informacdes a res-

mada simples polarizada recoberto por muco, no quapeito do comportamento dessas doencgas, existe neces-
as bactérias comensais estdo mergulhadas. Existesidade de novos métodos para aperfeigoar o diagnosti-
relatos na literatura de que defeitos na producédo deo de fatores de risco adicionais para a progressao
muco sao descritos em pacientes com RCUI (12). neoplasica, permitindo o acompanhamento de pacien-
Por sua vez, uma populacao de enterdcitos altes com alto riscoAtualmente, aconselha-se que o
tamente especializada serve como interface entre astudo histopatolégico da mucosa retal deve sempre
camada epitelial e o tecido linféide subjacente — asser realizado, e se constitui no método diagndstico mais
células dentriticas. Estas células s&o a chave no conmmportante, embora ndo-patognomaonico para o escla-
trole da imunidade contra patdégenos bem como a tolerecimento da etiologia da colite (17). O diagnéstico
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histopatolégico de amostras teciduais obtidos pordos esclarecendo assim, varios aspectos
endoscopia é essencial e crucial para determinacao dastomorfolégicos das transformacdes neoplasicas (24).
tratamento (18). Nesse sentido a analise digital de imagens tem
sido de grande importancia para o diagnéstico, especi-
Galectina-3 almente nos casos onde a suspeita clinica de cancer
As galectinas pertencem a uma familia de pro-prevalece mesmo apds uma biopsia negativa (25).
teinas que se ligam a residuos de galactose em Assim, nos ultimos anos tem-se acentuado o
glicoconjugados (glicoproteinas e/ou glicolipidios) e re-interesse no diagnéstico diferencial da DC e da RCUI,
presentam um grupo especial das chamadas protein&@ls que apresentam aspectos epidemiol6gicos e clini-
ligantes de carboidrato, as lectinas ()estrutura  cos comuns. Entretanto, diferem de modo significativo
molecular das galectinas geralmente consiste em ceguanto a evolucdo, a forma de exteriorizacao clinica e
ca de 130 aminoacidos, altamente conservados, ber resposta ao tratamento, permitindo caracteriza-las
como uma regido de reconhecimento de carboidratosomo entidades distintas. Por este motivo a utilizagcdo
(CRD - carbohydrate recognition domaingsrutu-  de ferramentas moleculares como apoio ao diagnésti-
ras de a-galactadeos (20). co vem ganhando espac¢o no sentido de identificar
Até o presente, 14 membros da familia dasmarcadores celulares especificos.
galectinas foram identificados, entre eles esta a A partir dai, a expressdo de galectina-3 tem
Galectina-3. Esta se encontra distribuida em uma amemergido como um potencial marcador diagnostico/
pla variedade de células e tecidos, podendo ser encoprognostico de algumas neoplasias e condic¢des infla-
trada no interior da célula ou mesmo secretada no esnatoérias diversas. Nesse contexto, o presente traba-
paco extracelular (20). E um grande numero de proiho propds-se a buscar uma correlagdo entre a expres-
cessos hiolégicos tanto extracelulares quantoséo tecidual da galectina-3 de pacientes com retocolite
intracelulares envolve galectina-3, refletindo a partici- ulcerativa, juntamente com marcadores histoquimicos
pacéo desta proteina em condicdes fisioldgicas e patgara obter dados quantitativos e qualitativos que pos-
I6gicas (20). sam auxiliar no prognéstico das doencas inflamatorias
Em muitos casos, a expressdo das galectinamtestinais.
encontra-se favorecida por fatores de crescimento ou

mesmo oncogenes, e atenuada em razdo de genes METODOLOGIA

supressores tumorais. Com respeito as propriedades

funcionais da galectina-3, esta lectina assume multi- Selegdo de Casos

plos papéis na patogénese, proliferagdo e dissemina- Os critérios de incluséo dos pacientes foram:

¢cdo de metéstases (20), por meio da modulacdo ddiagnostico clinico acima de 7 anos baseado em sinto-
adesdo das células malignas em sitios distantes atraas, radiologia ou colonoscopia, apresentacao de
vés do endotélio vascular (19¥ssim, a galectina-3  displasia no momento do exame. J& aqueles pacientes
pode ser encontrada em uma ampla variedade de mgue foram submetidos a algum processo cirargico do
lignidades (19; 21). célon (plastica ou remocéao de tumores), portadores de
doencga de Crohn ou colite indeterminada foram exclu-

Andlise digital de imagens em Patologia  idos do estudo.

Diferentes métodos de analise tém sido apli- Foram escolhidos blocos de parafina, conten-
cados com sucesso para traduzir de forma mais objetdo fragmentos de tecido de intestino anteriormente di-
va, e numericamente representativa as transformacgéegynosticados com retocolite ulcerativa (n=20) dos ar-
gue ocorrem nas células tumorais e teciduais (22), sejgquivos do setor de patologia do LIKA, érgdo suple-
através da analise colorimétrica de células neoplasicasmentar da Universidade Federal de Pernambuco. Para
em cultura, da citometria automatica ou das variagéesontrole, foi utilizada a contraparte normal das bordas
morfométricas nucleares (23). das amostras sem alteracdes de natureza anatbmica

Os resultados obtidos pela histoquimica de cé-ou funcional.
lulas tumorais contam com o apoio dos sistemas A partir dai os blocos foram divididos em dois
computadorizados de analise de imagens, os quais fogrupos: blocos de pacientes tratados clinicamente
necem dados qualitativos e quantitativos mais refina{n=12) e blocos de pacientes tratados cirurgicamente
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(n=08). Os perfis de marcacgao dos depoésitasP
O protocolo experimental desenvolvido no pre- (Glicosaminoglicanos) numa magnificacdo de
sente trabalho foi aprovado pelo comité de ética de200x, avaliando-se cinco unidades glandulares por
pesquisas envolvendo seres humanos da Universidadémina, perfazendo um total de 60 campos anali-
Federal de Pernambuco (CCS/UFPE - protocolo n°® 1988ados.
08). Os dados obtidos foram analisados estatistica-
Imuno-histoquimica para galectina-3 mente utilizando os testesle Student, para um nivel
Foi testada aimunoreatividade da anti-galectina-de significancia (p< 0,05).
3 conjugada a peroxidase (Sigma, USA) utilizando o

protocolo desenvolvido por Hsu e colaboradores. (26) RESULTADOS E DISCUSSAO
Os tecidos foram desparafinizados em xilol e hidratados
em alcool (70-100%)As laminas com tecidos (4um) As galectinas pertencem a uma familia de

foram incubadas com tampao citrato a 100°C por 3digantes de carboidratos extensamente estudadas que
min sob vapor imido, e em seguida lavadas (por 5 mingstdo implicadas em uma ampla variedade de proces-
com PBS e incubadas em leite Mofida fim de evi-  sos biol6gicosA caracteristica dessa familia de prote-
tar reacdes cruzadas), em seguida incubadas cofmas € possuir um dominio de reconhecimento de
peréxido de hidrogénio por 5 min e lavadas normal-carboidratos responsavel pela ligacdo fge
mente com PBS, sendo incubadas com uma solugéagalactogdeos (21).

contendo anticorpo monoclonal anti-galectina-3 (na di- No presente estudo, a reacdo de imuno-
luicdo 1:400) por 30 min, em temperatura ambiente (25histoquimica para a galectina-3 revelou que a proteina
C), em seguida os tecidos foram incubados confoi expressa principalmente nas células epiteliais do
anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB DAKO/ cdlon, com diferenga marcante entre a regido normal e
USA). A revelagéo do anticorpo foi obtida através daa regido inflamada; com fraca marcagéo tanto no gru-
reacdo da enzima peroxidase visualizada pela incubgo tratado cirurgicamente quanto no tratado clinica-
¢cdo dos tecidos em uma solugdo contendomente. (Figura 1).

diaminobenzidina (DAB+ED,). Os cortes foram A literatura aponta diversas localizac¢des tanto
contracorados com hematoxilina e analisados em miintracelulares quanto extracelulares para a galectina-
croscopio optico (Olympus BH-2, Japao). 3. Rubinstein e colaboradores (28) sugerem um papel
pro-inflamatorio para a galectina-3. Neste sentido,

Estudo histoquimico Lippert e colaboradores (29) reforcam esta idéia ao

Os cortes obtidos foram previamente expos-apontarem a galectina-3 como sendo detentora de um
tos arotina histologica e submetidos a diferentes técnipotencial papel no comportamento da doenca inflama-
cas de coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE), para ob+6ria intestinal. Isto significa que o processo inflamato-
servacdo das caracteristicas histoldégicas gerais; go causaria dano as camadas de células epiteliais e
Tricromico de Masson (TM) e Acido Periddico de Schif estas, por sua vez, poderiam liberar entdo a galectina-
(PAS) para evidenciarespectivamente, a deposicdo 3 no espaco intercelulak galectina-3, dessa forma,
de colageno e a expressdo de glicosaminoglicanosestaria conduzindo a uma ativagdo de outras células,
Todos os protocolos experimentais foram desenvolvitais como os fibroblastos da lamina prépria colénica,

dos segundo Spicer (27). induzindo a um quadro de fibroplasia, como pode ser
visualizado na figura 2.
Analise Computadorizada de Imagens Por outro lado, pode-se afirmar que ja esta bem

Imagens digitais foram capturadas das lami-assumido que o risco de desenvolvimento da neoplasia
nas histologicas utilizando um sistema de video-cameraolorretal pode estar relacionado com a inflamacao
acoplado a um microscépio 6ptico (Olympus BH-2), cronica do intestino e que a colite € um importante fa-
ja utilizado com sucesso em analises diagnésticas. @or de risco para o cancer colorretal (30).
sistema interativo de analise de imagens utiliza o Isso porque a demasiada exposicdo aos radi-
Software OPTIMAS e Camera digital CCBBW 410 cais livres gerados durante o processo de leséo e repa-
(Sansung), disponiveis no Departamento de Patologiaacéo tecidual poderia causar uma alteracao irreversivel
da UFPE. no ciclo normal de crescimento das células envolvidas
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Figura 1 - Perfis de marcagdo da galectina-3 em tecido colénico em individuos sem alterag6es, mucosa normal com padréo difuso
citoplasmatico (A). Em B observa-se fraca reatividade em mucosa de paciente com retocolite ulcerativa.(Magnificagao, 100x).

no processo. Na figura 3 pode-se observar em pacien-
tes tratados cirurgicamente uma area de tecido apre-
sentando um infiltrado linfoplasmocitar&lém disso,
pode-se observar a auséncia de fibrose com a presen-
¢a de raros fibrocitos.

Por outro lado, o padrdo de expressao da
galectina-3 relacionada a progressédo ao cancer
colorretal, continua sob debate devido & falta de con-
senso entre os resultados publicadtfuns pesquisa-
dores tém encontrado niveis de galectina-3 na progres-
sdo ao carcinoma de cd6lon, enquanto outros tém obtido
resultados opostos (31).

Neste presente trabalho, a expressédo da
galectina-3 foi observada no ndcleo e/ou citoplasma
nas células de todos os tipos de lesdo examinados, bem
como na mucosa normal, porém, como dito anterior-
mente, com diferencas bastante significativas entre os
grupos.Vale ressaltar que 0s nossos resultados indi-
cam que o padréo citoplasmético e nuclear da expres-
sdo da galectina-3 ndo pode ser diretamente relaciona-
do com a progressao ao cancer colorretal, e neste caso
poderia assumir diversos significados biolégicos, como
os descritos acima. Isso porque de todas as amostras
analisadas, apenas uma progrediu para a neoplasia
colorretal.

Na RCUI ativa, infiltrado neutrofilico, absces-
sos cripticos e deplecdo de células caliciformes sdo
achados frequientes (32). Em nosso trabalho, foi ob-
servado um infiltrado de plasmacitos basais e linfocitos
como indicadores de cronicidade nas lesdes estudadas
(Figura 3 e Figura 4).

f;\’);‘ K\‘ '

Figura 2 Flbrose |nterst|C|aI encontrada na mucosa mtestmal de
paciente portador de retocolite ulcerativa tratado clinicamente
(Tricrédmico de Masson, Magnificagdo 100x).

Figura 3 - Area de retocolite ulcerativa eV|denC|ando intenso

infiltrado linfoplasmocitario em paciente tratado cirurgicamente
(Tricrémico de Masson, Magnificagcdo 100x).

11
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mero de células e a intensidade da marcacéo
histoquimica para glicosaminoglicanos entre dois
subgrupos de pacientes da pesquisa. Logo, as amos-
tras dos pacientes tratados cirurgicamente obtiveram
uma reducao significativa (p<0,022) do nimero de cé-
lulas caliciformes com relac&o ao grupo tratado clini-
camente (Figura 5).

Histologicamente observa-se na figura 6 a
marcagdo doAS mais intensa nos pacientes tratados
cirurgicamente, o que reforca a hipétese de que a sin-
tese de muco pelas glandulas intestinais parece estar
relacionada a reatividade da doergssim, um dado
relevante do nosso estudo foi a constatacdo de que

. onde h infiltrado inflamatorio, existe uma menor pro-
Figura 4 - Area de eros&o da mucosa colonica em paciente comducdo de muco (Figura 4 e 6A). Logo a submissdo
retocc_)lllte ul~cerat|va tratado clinicamenteri@omico de Masson,  gesses pacientes a cirurgia para a constituicao da bol-
Magnificagao 100x). sa ileal talvez esteja conduzindo a remissdo de alguns
dos sintomas clinicos observados na retocolite
ulcerativa.

A partir dos resultados obtidos, conclui-se
gue houve reducgao significativa da expresséo
tecidual da galectina-3 em tecido epitelial intestinal
de retocolite ulcerativa quando comparado com a
contraparte normal de ambos os grugdém dis-

124

Numero de
células/glandula
(=]
[l

3+ S0, observou-se um aumento da atividade das célu-
las caliciformes em tecido coldnico submetido a
0 cirurgia de bolsa ileal, o que poderia indicar o
RCU-Cir RCUI-Cli restabelecimento da fun¢do normal do teci®-.
Grupo sim, os dados sugerem que a atividade glandular

Figura 5 - Comparac&o entre o niimero de células caliciformes entre JU ntam ente com a re.d.u ¢cdo da expressao d a
os grupos tratados cirurgicamente (RCUI-Cir) e tratados clinica- galectina-3 possam auxiliar no monitoramento cli-
mente (RCUI-CIi) na retocolite ulcerativa idiopética. * p< 0,022. nico desses pacientes.

Flgura 6 Marcacgéo F\S de teC|do colon[co (A) Os pacientes tratados clinicamente possuem uma messaexgy gllcosamlnogllcanos
guando comparados com o0s pacientes tratadasgizamente (B).flcromico de Masson, Magnificagcdo 100x.
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ABSTRACT: Objectives: Aiming to offer a diagnosis method om prognostic marker, galectin-3 appears as a potential markeof

the physiopathology of diverse diseases and some types of canleetween them the colaectal cancer Methods: In our study, the
immunohistochemical and histological profiles had been taken from intestinal biopsies of patients with ulcerative colitis (h=20)
and its respective normal counterpart, from both males and females and average age of 55 years-old. The biopsies had been
submitted to Periodic Acid of Schiff (PAS) for visualization of glycosaminoglycans inclusions, and Massantricromic for
visualization of collagen fibers. Fragments (4um) had been submitted to the technique of immunohistochemistry for galectin-3
protein. The profiles of tecidual coloration had been analyzed through a work station contend an optic microscope copulated with

a digital camera, both connected a computer contend software OPTIMAS®. Results: Our results demonstrate a reduction of
galectin-3 expression in ulcerative colitis inflammatory site from surgically and clinically treated patients. The goblet cells
number from the surgically treated patients had suffered a significant reduction (p<0.022), however with increase of its glandular
content. Conclusions: The data suggest that the glandular activity together with the reduction of the galectin-3 expression can
assist the accompaniment of these patients.

Key words: ulcerative colitis, galectin-3, image digital analises.
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