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RESUMO: Objetivos: O presente estudo avaliou, através da imunohistoquimica e estudo histopatoldgico, as principais alteracdes
na mucosa intestinal de pacientes acometidos pela retocolite ulcerativa crbnica idiopatica (RCUI) apenas tratada clinicamente
(n=30) ou subsequientemente tratada com Proctocolectomia total e constru¢éo de bolsa ileal (n=30). Métodos: Desta forma, foram
selecionados fragmentos de tecido intestinal submetidos a imunomarcacdo para as proteinas p53 e Ki67 e coloragcdo por
hematoxilina-eosina para analise histopatolégica comparativa. Resultados: Os resultados obtidos indicam importantes diferen-
¢as no perfil inflamatorio e presenca de areas de erosdo/desgate da mucosa colénica de ambos os grupos estudados. Quanto a
imunoexpressédo, observou-se uma maior reatividade de padrao nuclear principalmente nos tecidos inflamados dos pacientes com
RCUI tratados clinicamente. Conclusdes: Estes resultados sugerem que, de acordo com o perfil histopatoldgico e imunohistoquimico,
a mucosa coldnica de pacientes submetidos ao tratamento cirargico apresenta menos alteragdes que 0s pacientes tratados
clinicamente. Assim, os dados sugem que estes métodos podem auxiliaro diagndstico e monitoramento de pacientes sob
diferentes rotinas terapéuticas.

Descritores:Retocolite ulcerativa; imunoistoquimica; p53; Ki63; perfil inflamatorio.

INTRODUCAO mais frequentes da atualiddd& doenca pode iniciar
em qualquer idade, sendo homens e mulheres igual-
Na sua conceituagdo mais ampla, as doencamente afetados. O pico de incidéncia ocorre dos 20
inflamatérias intestinais correspondem a qualquer proaos 40 anos e um segundo pico nos idosos
cesso inflamatério envolvendo o trato gastrintestinal, A RCUI, tem despertado a atencéo pelo au-
seja ele agudo ou crdnico, na sua maioria, sdo afeccoéesento crescente da frequéncia, demosntrado em
de etiologia desconhecida e de grande importancia ernasuistica com nimeros significativamente maiores de
saude publica, cujo tratamento envolve custos extredoentes acometidos pela doenca nos ultimos.anos
mamente altos, incluindo aqueles relacionados a perda O curso clinico da RCUI, cujas manifestacdes
de produtividade? principais séo diarréia, dor abdominal e sangramento
A retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) cons- retal, é caracterizado por periodos de remissao e exa-
titui uma das doencas inflamatorias intestinais (DIl) cerbacaé
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O diagnéstico da RCUI é principalmente ba- proctocolectomia total com a construgéo de uma bolsa
seado na colonoscopia e nos achados histopatol6gicoieal.
A RCUI invariavelmente afeta o reto e estende-se

proximalmente a uma distancia variayeinflamacgéo MATERIAL E METODOS
é caracteristicamente confluente, com o aparecimento
de hemorragia e irritacdo da mucosa. Os sinais mais Selecdo dos casos

precoces tendem a ser perda sutil de padrées vasculares Foram selecionados blocos de parafina con-
com hiperemia e edema da mucosa. Com inflamacétendo fragmentos de tecido intestinal anteriormente di-
mais ativa, a mucosa fica granular com presenca dagnosticados com retocolite ulcerativa idiopatica (n=30)
muco e hemorragia de contato. Em estado avancadde pacientes em tratamento clinico com a administra-
encontra-se intensas ulceragfd¢o diagndstico da c¢éo de corticdides e imunomoduladores, bem como,
RCUI teremos duas caracteristicas criticas influente@amostras teciduais de pacientes ja tratados cirurgica-
na prescri¢cdo terapéutica; a extenséo e a severidadeente com proctocolectomia com anastomose ileo-anal

da doenca. com bolsa ileal (h=30). Para controle foram seleciona-
Neste sentido Rutter e colaborad®édfn én-  dos e analisados a contra parte normal da biépsia.
fase ao processo inflamatorio estabelecido a longo pra- Todas as amostras foram oriundas de pacien-

zo como sendo fator determinante da carcinogénestes com idades entre 19 e 72 anos (média 38,5 anos),
colorretal envolvida na RCUI. Contudo, existem indi- de ambos 0s sexos.
cios de que a carcinogénese oriunda da inflamacéo Foram utilizados como critérios de incluséo, a
cronica poderia estar relacionada com um dano causaealizagdo de exame colonoscopico entre os anos de
do pela ativacdo prolongada das vias de sinalizagd@000 e 2008, diagnéstico de RCUI acima de 7 anos
responsaveis pela renovacédo celular continliéda baseados na sintomatologia, radiologia endoscopia, e
Apesar destes achados, um estudo retrospé&atigo  exame histopatologico. Como fatores de excluséo fo-
monstrou que a severidade da inflamacao é o fator queam desconsiderados 0s pacientes submetidos a trata-
ofereceria um maior risco para o surgimento de umamento cirdrgico para cancer do colon e portadores de
neoplasia, com destaque, o tempo da doenca e a edoenca de Crohn ou colite indeterminada.
tensdo da mesma (pancolite). O protocolo experimental foi aprovado pelo
A associacdo entre RCUI e cancer colorretal Comité de Etica de Pesquisas Envolvendo Seres Hu-
tem sido confirmada em varios estudos, segundo osanos da Universidade Federal de Pernambuco (CCS/
guais o risco de cancer é variavel e dependente d&FPE sob n°. 198/2008).
fatores como tempo de evolucdo da doenca e exten-
sdo da mesmas chances de ocorrer cancer na Analise imunoistoquimica
retocolite ulcerativa sdo maiores nos pacientes com Para a técnica de imunohistoquimica, foi utili-
mais de dez anos de doenca e nos casos dmado um anticorpo primario monoclonal de camundon-
pancolite$* 3 go da marca DAKO Corporation p53 (Clone Pab240)
Protocolos experimentais para analise e um anticorpo monoclonal primario antiproteina Ki-67
imunohistoquimica de diversas proteinas como a p53 €Clone MIB-1) da marca DAKO Corporation.
Ki67 em tecido parafinizado estdo sendo testados para Para cada anticorpo foi utilizado um controle
marcacgao de lesdes displasicas na colite ulcetativa positivo que apresentava marcag¢do quase na totalida-
Embora ndo se saiba ainda qual a verdadeira influénde das células lesionadas. Para o anticorpo p53, utili-
cia da resposta inflamatéria na expresséo de proteina@u-se um caso de carcinoma coloretal e um fragmen-
relacionadas ao cancer intestinal, estudos como est® de pele normal para o anti-Ki-67.
se tornam importantes no entendimento dos varios as- Para a recuperacao antigénica foi empregada
pectos relacionados as DII. a incubacao das preparacg@es histologicas em tampé&o
A partir disso, este trabalho objetivou avaliar citrato (3,84g de acido citrico, 48ml de hidréxido de
as repercussdes teciduais quanto aos aspecta®dio 1M, completando para 2000ml de agua destilada,
histologicos e a imunoexpresséao das proteinas Ki67 @H 6), Com o objetivo de inibir as ligacdes inespecificas
p53 de pacientes diagnosticados com RCUI e tratadosolocou-se uma solucéo de leite nas preparacoes
clinicamente ou através de cirurgia com a histoldgicas sob calor umidodoretd), durante 20
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minutos A solucgéo de leite foi preparada no dia, utili- sistema interativo de analise de imagens utiliza o
zando-se 30ml TRIS (hidroxi-metil-aminometano) + Software OPTIMAS 6.1 e Camera digital CCBBW
0,30g de albumina bovina. Homogenizou-se esta solu410 (Sansung).
¢do com o auxilio de um agitador magnético e adicio-
nou 0,309 de leite desnatado em pé Molico. Em segui- Avaliacdo morfométrica computadorizada
da, filtrou-se essa solucdo em filtro milipore. Os A partir da captura das imagens das laminas
anticorpos primérios foram diluidos em uma solucgéohistologicas de RCUI, e ap6s digitalizagao, padronizou-
comercial (Antibody diluent, with background reducing se a margem de variacdo (threshold range). Os perfis
components, codigo: S3022, DAKO Cytomation — de marca¢do da imunohistoquimica dos cortes
Carpinteria — USA) numa diluicdo de 1:50. histologicos (magnificacdo 200x) foram captados pelo
Posteriormente, foram incubadas com o ajuste do contraste do nivel de cinza (gray value).
anticorpo primario (solu¢cdo contendo anticorpo Foram realizadas as contagens de células com
monoclonal anti-Ki67 ou anti-p53 na diluicao 1:50, por padréo nuclear de marcagdo em marfodas as cé-
30 min, em temperatura ambiente de 25°C). lulas captadas foram contadas por dois analistas isola-
Logo apds as preparacdes histoldgicas foramdamente sendo avaliados cinco campos por [amina (per-
imersas em tampdao de lavagem TBS (800ml de 4cidéazendo um total de 150 campos analisados).
cloridrico 1N, 169 de cloreto de sédio, 122g RIS, O parametro morfométrico adotado foi a area
10ml de tween 20, completando para 20ml de aguanédia total (i) composta pelo somatério das estru-
destilada) em dois banhos de cinco minutos. Em seguituras citoplasmaticas marcadas (perfil de marcacéao
da pingou-se o anticorpo secundario (LSAB). da imuno-histoquimica para o p53 e o0 Ki-67) por cam-
As preparacoes histoldgicas receberam inici-po captado (adrea de 12.2342)nda preparacgao
almente o Link (anticorpo secundario de porco anti-histoldgica.
camundongo, cabra e coelho) por trinta minutos e de- Para minimizar distor¢ées nos valores das
pois o Estreptavidina por mais trinta minutos, na camamedicdes devido a presencga de células ndo-marcadas,
ra umidificada em temperatura ambiente. aplicou-se um fator de corre¢éo (FC) de acordo com a
Para revelacdo das laminas utilizou-se oequagdo FC = s/S, onde “s” € o valor da area superfi-
substrato cromégeno diaminobenzidina (Liquid DAB + cial marcada e “S”, a area total medida. Os dados ob-
substrate, Chromogen System, cadigo: K3468, DAKOtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste
— USA) preparado conforme instruges do frabicantet de Student pareado, considerando-se um nivel de
e com tempos previamente estabelecido para cadsignificAncia, p <0,05.
anticorpo, onde 0 p53 (45 min) e o0 Ki-67 (3 min). Para o estudo do padrdo de marcacao dos
Lavagens em agua destilada foram feitas paraanticorpos foi aplicada uma escala semiquantitativa
retirada do excesso do cromogeno e posteriormente dPxl) levando—se em consideracdo a intensidade da
cortes foram contracorados com hematoxilina de Harricoloracéo (1), foi calculada a area média de células por
por 30 segundos e lavados em cinco banhos de agumampo captado (area de 12.28#) em porcentagem
destilada, sendo que o terceiro banho continha hidroxid¢%) onde a marcacao fraca = 15-20%, moderada =
de amobnia para conferir a coloracdo azulada d&5-55% e forte = 60-95%, e a distribui¢cdo (D) varian-

Hematoxilina. do entre fraca (+), moderada (++) e intensa (+++),
Finalmente procedeu-se a desidratacdo dosonforme metodologia utilizada (16, 17).
cortes em dois banhos de alcool (um minuto cada) Os dados obtidos foram analisados estatistica-

seguido por quatro banhos de xilol (um minuto cada).mente utilizando o testale Student, para um nivel de
As laminas foram montadas com Enthelam (cddigo:significancia (p< 0,05).
107961, Merck Alemanha) para fixacdo das laminulas

em resina e avaliadas no microscépio oéptico (Olympus RESULTADOS
BH-2, Jap&o).
As imagens das preparacdes histologicas fo- Aspectos histopatologicos
ram capturadas utilizando um sistema de video-camera Na avaliacdo histologica dos casos de RCUI

acoplado a um microscopio 6ptico (Olympus BH-2), ja estudados foi observada uma diferenca no perfil de
utilizado com sucesso em analises diagnésticas (15). @esposta inflamatoria entre os pacientes portadores de
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RCUI tratados cirurgicamente quando comparados aos DISCUSSAO
pacientes tratados clinicamente.
Foi observado nos pacientes tratados clinica- Atualmente, aconselha-se que o estudo

mente um maior infiltrado inflamatorio predominante- histopatolégico da mucosa retal deve sempre ser reali-
mente linfo-plasmocitario associado a areas de deszado e se constitui no método diagnostico mais impor-
gaste da mucosa colbnica (erosdes/ulceracdes), entreante, embora ndo-patognoménico para o esclarecimento
meado por regides com fibrose intersticial (Figura 1).da etiologia da colite, este exame serve como parametro
No grupo tratado cirurgicamente a arquitetura glandu-complementar para o curso terapéutico a ser empre-
lar estava mais bem preservada e com auséncia dgdo, além disso, a analise das amostras teciduais obti-
infiltracdes por células inflamatériasaiela 1). das por endoscopia é essencial e crucial para determi-

Nas amostras analisadas pode-se observar emacdo do tratamerifo!®
pacientes tratados cirurgicamente uma area de tecido Nos pacientes em que a cirurgia nao € o trata-
apresentando um infiltrado linfoplasmocitaridém mento de escolha é fundamental a utilizagdo de outros
disso, pode-se observar a auséncia de fibrose com fatores prognésticos para melhor compreender a evo-
presenca de raros fibrocitos. lucdo da RCUI e definir melhor a teraflia

Em ambos os grupos (cirargico e clinico) ndo Em outros estudos, apartir de uma analise com-
foram observadas areas de ectasia vastipgsremia  parativa observa-se a existéncia de muito pouca con-
ou hemorragias, porém no grupo tratado clinicamente

foi encontrado um maior nimero de agregados linfoides . . " % -
reativos. : el od 1 Tl
% '1 . L ..E -
Perfil imunoistoquimico das proteinas p53 Py iy VL TR e il O
e K|67 . " L:" ,_ . Iy ln";
No estudo imunohistoquimico foi constatada ¢ . e vy

uma reatividade, pincipalmente de padrédo nuclear d¢ ' i ‘
marcacao, para ambas as proteinas p53 e Ki67 ng ! '
areas com RCUI @bela 2). ' .

A analise de imagem da imunorreatividade * ;
tecidual da proteina Ki-67 (Figura 2) demonstrou um
aumento estatisticamente significativo na sua expres '

sao no grupo de pacientes portadores de RCUI tratg < < ' <

dos clinicamente quando comparados aqueles paciern ‘ y ‘

tes tratados cirurgicamente. / = smdy R0 4 .
Comparativamente, a expressao tecidual parg -l T N S B 4 o

a proteina p53 também evidenciou no grupo de pacien . "o . PR e e R

o 0
_tes trata'd.os cI|r.1|ca'm_ente (66’6 /0_)’ o,nde aFigura 1 - Fibrose intersticial () em paciente com retocolite
imunoreatividade foi mais intensa nos tecidos inflama-ycerativa tratado clinicamente (krémico de Masson.
dos. Magpnificac&o: 400x).

Tabela 1 -Parametos histopatol6gicos em pacientes taglores de Retocolite ulcerativa tratados wiyi-
camente (RCUI-Cir) ou clinicamente (RCUI-Clin).

Parametros histopatolégicos

Grupo Inflamacéo Fibrose Eroséo / Ulceragdo
RCUI-Clin ++ + +
RCUI-Cir + - +
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B 3 e ~N cordancia entre as interpretagdes histopatolégicas o que
. justifica a necessidade de aprofundar os estudos sobre

”‘ ’ 5 r A esse aspecto. Neste sentido, os achados histopatol6gicos

. ' ;‘ ‘“\ deste estudo convergem com as conclusdes de Eaden
‘ ‘ ) : e colaboradorés
& 1) ’

Em relagdo as caracteristicas histologicas da
a‘q‘ RCUI, a avaliacdo da arquitetura tecidual através de
métodos rotineiros ndo séo suficientes para evidenciar
fatores importantes como a natureza do infiltrado in-
flamatdrio e estagio de displasia que as células colénicas
estdo apresentando. Os termos “idiopético”,
“indeterminado”, "inespecifico”, as vezes menciona-
dos, referem-se a auséncia de caracteristicas mais pre-
cisas que indicariam o tipo exato de inflamacéo, bem
como a o nivel da distor¢cao da arquitetura tecidual do
revestimento mucoso do céfén
Segundo nosso estudo, o quadro inflamatorio
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, gerando o cancer de®c8lon
Poucas medidas na medicina diagnostica tive-
ram tanto impacto em anos recentes quanto a introdu-
¢do, nas préaticas de laboratério clinico, dos
imunoensaios para determinacao de proteinas relacio-
nadas a tumores, também classificadas como
marcadores tumorais
Os marcadores tumorais, em sua maioria, sdo
proteinas ou fracdes de protefidacluindo antigenos
de superficie celulaproteinas citoplasmaticas, enzimas
Figura 2 - Na imagem A observa-se a expressao tecidual e hormonio%.
difu_sa e incipiente d_a proteing p53 em mucosa intestin'al de Embora a RCUI seja uma doenca inflamatéria
paciente com retocollte ulcerativa |[1e§pecn‘|ca (RCUI). Aima- e origem nAo-neoplasica, o cancer coloretal ainda é a
gem B exibe o padr@o de marcagao intenso e nuclear (setas) . . . .
grlnupal causa de morte nos pacientes acometidos com

para proteina Ki-67 em pacientes com RCUI (Magnificagéo >c i
400x). essa DW. Varios marcadores de prognéstico atual-

Tabela 2 -Andlise digital da imunomaac¢éo das mteinas p53 e Ki67 em pacientestpdores de Retocolite
ulcerativa inespecifica tratados dirgicamente (RCUI-Cir) ou clinicamente (RCUI-CIin).

Proteina
Grupo p53 % p53/total* Ki67 % Ki67/total*
RCUI-Clin +++ 66,6 (20/30) +++ 73,3 (22/30)
RCUI-Cir ++ 26,6 (12/30) + 16,6 (5/30)
Coélon normal + 48 (2/30) - 0,0 (0/30)

Padrdo de marcacao: (-) ausente; (+) fraco; (++) moderado; (+++) intenso.
* Percentagem de casos positivos / Numero total de amostras.

187



Rev bras Coloproct Perfil Imunoistoquimico das Proteinas p53 e Ki67 em Vol. 30
Abril/Junho, 2010 Pacientes com Retocolite Ulcerativa Inespecifica Ne 2
Marcos Cezar de Paula Machado e Cols.

mente sdo testados, como o IL-6, ICARTNF, 75% canceres coloretaislém disso, o aumento da
Dehydro-epiandrosterona (DHEA), ciclooxigenase-2 frequéncia de alelos mutantes do p53 em tecidos intes-
2 além das proteinas p53 e K67 3! tinais pode conferir susceptibilidade para o desenvolvi-

Dentre os marcadores de prognostico avalia-mento de neoplasias em um microambiente inflamat6-
dos no presente estudo, podemos destacar o perfil dé&o*?.
resposta inflamatoria e a imunorreatividade as protei- Protocolos experimentais para analise
nas Ki-67 e p53. imunohistoquimica da proteina Ki-67 em tecido

A p53 regula a expresséo de genes envolvidogparafinizado estdo sendo testados para marcacao de
na apoptose, angiogénese, ciclo celular e manutencdesodes displasicas na colite ulcerativ&mbora néo
do genoma. Mutacdes no gene p53 sdo encontradae saiba ainda qual a verdadeira influéncia da resposta
em cerca de 50% dos canceres colo retal, com a mainflamatéria na expressao de proteinas relacionadas ao
oria das muta¢cBes que ocorrem em exon¥.5-8 cancer intestinal, estudos como este se tornam impor-

Estudos indicam, ainda, que a superexpressadantes no entendimento dos varios aspectos relaciona-
da proteina p53 em outros tumores (por exemplo, cardos as doencgas inflamatorias intestinais.
cinomas de mama, c6lon e bexiga) correlaciona-se com Neste presente trabalho, a expressao das pro-
diminuig&o da diferenciacéo histologica, comportamentoteinas Ki-67 e p-53 foi observada no nucleo e/ou
biolégico mais agressivo e reducdo da sobrevida dositoplasma nas células de todos os tipos de lesdo exa-
paciente®-°, minados, este padrdo de marcacdo encontrado neste

Alteracdo no gene p53 pode ser detectada tanestudo assemelha-se a outros trabalhos realizados em
to pelo sequenciamento direto do gene quanto pelaossos laboratérios que avaliaram a expressao tecidual
superexpressao imunohistoquimica da sua prot&ina. de outras proteinas, como a galectina 3 em cancer de
superexpressao da proteina p53 pode ser um indicad@réstat&®, e mais recentemente, em pacientes porta-
de mutacdo desse géhe dores de RCUt.

Em pacientes com RCUI a avaliacdo dos ni- Com o intuito de descrever parametros quali-
veis de p53 tem sido considerado como teste completativos e quantitativos mais confiaveis sobre alteracdes
mentar para displasia e fator progndstico para o canhistopatoldgicas nosso grupo de pesquisas tem desen-
cer intestinal” % volvido metodologias morfométricas diverSds

Frequentemente a proteina Ki67 € utilizada Desta forma, o conhecimento do maior nime-
como um marcador para a proliferacao celular em cor¥o de variaveis diretamente associadas ao progndstico
tes teciduai§, sendo importante ressaltar que a suapara evolucao de tumores intestinais torna-se neces-
positividade n&o é exclusiva nas neoplasias malignassario para a melhor identificacao de pacientes que po-
mas sim predominante em relacéo as benignas nos telerdo se beneficiar de ferramentas diagndsticas com-
cidos glandulares, sendo o melhor marcador de trangslementares, como o uso de marcadores biolégicos
formacé&o maligna, como, por exemplo, do carcinomacomo 0 caso de algumas, proteinas especificas que
versus adenoma pleomorfl@oEm outros trabalhos desempenham importantes fungées no desenvolvimento
demonstrou-se através da imunohistoquimica que ae doengas neoplasicas e inflamatdrias.
auséncia de marcacdo em bidpsias de pacientes com .
colite ulcerativa é um indicador do grau de disptasia CONCLUSOES
33, 40

No presente estudo, a imunoreatividade para A partir dos resultados obtidos, pode-se cons-
ambas as proteinas investigadas foi mais intensa ndstar uma diferenca no perfil da resposta inflamatoria
tecidos inflamados, aspecto este que corrobora o reaas amostras de pacientes com RCUI tratados cirurgi-
sultado observado por Sato & Machin&maio repor-  camente e clinicamente, nestes Ultimos ha presenca
tarem que a reatividade das células em condi¢g6es ndorais acentuada de infiltrado linfo-plasmocitéario, fibrose
neoplasicas correlaciona-se com severidade da inflaintersticial e agregados linféides reativos.
macao. Também foi observada diferenca significativa

Nossos resultados confirmam estudo mais re-na reatividade tecidual da proteina p53 entre as amos-
cente que afirma que, quando ocorrem mutacdes e altaas estudadas quando comparados o0s pacientes trata-
expressao do gene p53 ocorre o surgimento de mais d#os clinicamente com aqueles submetidos a cirurgia,
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visto que os tratados cirurgicamente nao apresentanédio de células com reatividade para a proteina Ki-
vam areas inflamadas tao frequentes e intensas, p@7 nas amostras teciduais de pacientes tratados clini-
outro lado, ocorreu aumento significativo no nimero camente.

ABSTRACT: Objectives: The present study evaluated, mugh immunohistochemisty and histopatologic analysis, the main
alterations in intestinal mucous from patients with unspecific ulcerative colitis (IUC) clinically (n=30) or surgically treated
(n=30) with ileal J-pouch and permanent ileostomyMethods: Thus, tissue slices om intestinal mucous wee submitted to
imunostains for p53 and Ki67 proteins, and Haematoxilin-eosin staining for comparative histopathological evaluation. Results:
The results indicated important differences in inflammatory profile and erosion/necrosis sites on the both investigated groups.
Related to imunoexpression was observed a higher reactivity with nuclear pattern, mainly in inflammatory tissues from IUC
patients clinically treated. Conclusions: Those results showed that, according to histopathological and imunohistochemical
parameters, the colonic mucous from IUC patients submitted to surgical treatment exhibited less alterations than IUC patients
clinically treated. The data suggest that those methods could be helpful to diagnosis and assist the accompaniment of patients
under different therapeutic routines.

Key words: Ulcerative colitis; immunohistochemistry; p53; Ki63; inflammatory profile.
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