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RESUMO

O objetivo deste estudo, € avaliar a expressdo das proteinas p53 e Ki-67 em
adenomas colorretais, suas relagdes com caracteristicas clinico-patolégicas e avaliar
a relacao entre as duas proteinas. A amostra consistiu de 50 pdlipos adenomatosos
encontrados em pacientes submetidos a exames colonoscopicos. Apos a realizagao
de polipectomia, os pdlipos eram conservados em solucdo tamponada de formalina
a 10% e submetidos a rotina de preparo de cortes e laminas e coloragao pela
hematoxilina-eosina para confirmagcdo da natureza adenomatosa. Realizou-se
imunohistoquimica especifica para as proteinas p53 e Ki-67 pelo método
imunoenzimatico da streptoavidina-biotina-peroxidase para cada adenoma. A
proteina p53 foi positiva em 18% dos adenomas e a proteina Ki-67, expresso como
indice (i.Ki-67), obteve média de 0,49. Houve diferenga estatisticamente significante
na expressédo de p53 (p=0,0003) e Ki-67(p=0,02) entre os adenomas com alto e
baixo grau de displasia, sendo maior no primeiro grupo. Encontrou-se, ainda maior
expressao da proteina Ki-67 nos adenomas retais em relacido aos de localizagao
célica (p= 0,02). Nao houve relagdo entre a expressdo das duas proteinas, na
amostra

Palavras-chave: p53, Ki-67, adenoma colorretal, proteinas, polipos.



ABSTRACT

The aim of this study therefore is to evaluate the expression of p53 and Ki-67
proteins in colorectal adenomas, its relations with clinicpathological characteristics
and assess the relation between the two proteins. The sample consisted of 50
adenomatous polyps found in patients undergoing colonoscopy. After performing
polypectomy, polyps were preserved in buffered 10% formalin solution and subjected
to routine preparation of sections and slides and stained with hematoxylin-eosin for
confirmation the adenomatous condition. Then, we performed immunohistochemistry
for specific p53 and Ki-67 proteins by enzyme immunoassay method of streptoavidin-
biotin peroxidase for each adenoma. The p53 protein was positive in 18% of the
adenomas and the Ki-67 protein, expressed as an index (i.Ki-67) had an average of
0,49. It was found statistically significant difference in p53(p=0,0003) and Ki-67
(p=0,02) expression between adenomas with high and low grade dysplasia, greater
in the first group. There was greater expression of Ki-67 protein in the rectal
adenomas than colic adenomas (p=0,02). There was no relation between the
expression of the two proteins in the sample.

Keywords: p53, Ki-67, colorectal adenoma, proteins, polyps.
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1 INTRODUGAO

O cancer colorretal esta entre os tipos mais frequentes de neoplasias
malignas. Em termos de incidéncia, € a terceira causa mais comum de cancer no
mundo, em ambos os sexos (INCA, 2009). Representa a quarta neoplasia mais
comum nos Estados Unidos, com 178.000 casos novos ao ano e mortalidade em
torno de 47 para cada 100.000 habitantes (HORNER et al., 2009).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA, (2009) o numero de
casos novos de cancer de colon e reto estimados para o Brasil, em 2010, é de
13310 para homens e 14800 em mulheres. Isso representa um risco estimado de 14
novos casos para cada 100.000 homens e 15 casos para 100.000 mulheres. E o
quarto tipo de cancer mais freqliente no sexo masculino e o terceiro entre mulheres
(INCA, 2009). Na regidao Nordeste do Brasil, as estimativas para o ano de 2010 sao

de 1.310 novos casos em homens e 1.730 em mulheres (INCA, 2009).

Os principais fatores de risco descritos para o cancer colorretal sao: idade
acima dos 50 anos; histéria familiar positiva para cancer colorretal, assim como o
cancer colorretal hereditario nao relacionado a polipose; os polipos intestinais, bem
como a polipose adenomatosa familiar (SANTOS JR, 2007). Também s&o
considerados fatores de risco as doencas inflamatdrias intestinais — retocolite
ulcerativa e doenga de Crohn; diabetes, dieta com alto teor em gordura e carne

vermelha e baixo consumo de fibras, folato e calcio (SANTOS JR, 2007).

Quando detectado em estagios mais precoces, o cancer colorretal apresenta
maiores chances de cura e sobrevida (CASTRO et al., 2005). Visando a sua
prevencao e deteccdo precoce, diversos protocolos de rastreamento séo utilizados
com base na realizagdo de pesquisa de sangue oculto nas fezes e exames
endoscopicos - retossigmoidoscopia e colonoscopia. (HELM et al., 2003; KERR et
al., 2007). O objetivo destes programas de rastreamento € a detecgédo precoce de

polipos adenomatosos ou tumores malignos em estagios iniciais.

Os métodos atuais de rastreamento e prevencdo do cancer colorretal
apresentam deficiéncias, pois tém baixas taxas de sensibilidade e especificidade,

como ocorre na pesquisa de sangue oculto nas fezes (ALTENBURG, BIONDO-
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SIMOES, SANTIAGO, 2007); ou baixa adesdo, como no caso da
retossigmoidoscopia ou a colonoscopia que, além disso, é bastante onerosa para

utilizagcao na populagdo em geral (VERNON, 2007).

Em todos os programas de prevencdo, um dos objetivos principais a ser
alcancado é a detecgdo de lesdes de carater benigno, nas quais possam ser
instituidas terapias mais simples e eficazes (HELM et al., 2003; KERR et al., 2007).
Deste modo, o elemento chave na prevengdo é focado sobre os adenomas,
tornando-se necessarios estudos capazes de determinar novos fatores prognésticos

relacionados ao seu desenvolvimento e progresséo.

Na etiologia do cancer colorretal ha uma interagcao entre fatores ambientais e
genéticos (SANTOS JR, 2007). Neste aspecto, destacam-se o papel dos polipos
adenomatosos como lesdes precursoras do cancer (HILL et al, 1978). A conhecida
teoria da sequéncia “adenoma-carcinoma” (HILL et al, 1978) apdia-se em estudos

patologicos e epidemioldgicos.

LIEBERMAN et al., (2000) observaram maior risco de desenvolvimento de
cancer de colon em pacientes portadores de adenomas colicos. Outros estudos
evidenciaram a diminuigao do risco de tumores malignos do célon com realizagao de
polipectomia (WINAWER et al, 1993; CITARDA et al., 2001).

Pesquisas utilizando estudo histopatolégico mostraram focos adenomatosos
em pecas de adenocarcinomas de colon (LEV et al., 1981). A polipose adenomatosa
familiar € outra condigdo que evidéncia a origem dos carcinomas célicos a partir de

adenomas, quando ndo submetidos a tratamento profilatico (KUWADA, 1996).

Os adenomas constituem o tipo de polipo mais frequente no intestino grosso.
(COSTANTINI et al., 2003; CERATO et al.,, 2007). Sao polipos displasicos por
conterem anormalidades na constituicdo celular (RUBIO et al., 2006). Sua
prevaléncia na populagao acima dos 50 anos é de 30%, aumentando de acordo com
a idade (SANTOS JR, 2007). Macroscopicamente podem ser sésseis, quando sua
base de insercdo na mucosa possui 0 mesmo didmetro do pdlipo; ou pediculado
quando a sua insergdo a mucosa ¢ feita através de um pediculo (COSTANTINI et al.,
2003).

Histologicamente, os adenomas s&o classificados em tubulares, quando maior

parte é formada por estruturas tubulares; vilosos, quando apresentam um aspecto
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digitiforme; ou sao classificados como tubulo-vilosos se apresentarem caracteristicas
mistas (CORMAN, 2005). Os adenomas tubulares sdo os mais freqlentes, seguidos

pelo adenoma tubulo-viloso e adenoma viloso (CORMAN, 2005).

Segundo o grau de displasia, os adenomas sao classificados como de baixo
grau ou alto grau de displasia(SUGAI et al., 2002; RUBIO et al., 2006). O primeiro
grupo inclui as displasias leves e moderadas e o segundo, as displasias graves
(SCHLEMPER et al., 2000).

Outros tipos especiais de adenomas também descritos sdo os adenomas
planos e serrilhados. MUTO et al., em 1985, descreveram os adenomas planos
como lesdes pequenas que apresentam alta incidéncia de displasia grave ou mesmo
cancer invasivo. Os adenomas serrilhados apresentam a arquitetura de um pdlipo
hiperplasico, mas diferem destes nas suas caracteristicas citologicas, podendo
apresentar displasias acentuadas, caracteristicas adenomatosas ou carcinoma
intramucoso (LI & BURGART, 2007).

A evolugdo do conhecimento da carcinogénese colorretal deve-se muito ao
estudo de alteragdes genéticas observadas nas células de pdlipos e tumores
colorretais (PORCELLI et al., 2001; BRINK et al, 2003; LUSTOSA, et al., 2005;
FELIN et al., 2008). O conhecimento da biologia molecular do processo neoplasico
inicia no estudo do ciclo da célula, que consiste de uma complexa cadeia de eventos
metabdlicos cujo objetivo final € a duplicagdo desta. A identificacdo das alteragdes
moleculares que ocorrem no processo de crescimento tumoral tem evoluido bastante
nos ultimos anos com varios elementos sendo conhecidos atualmente (PINHO,
2005).

O conhecimento do ciclo celular € de suma importancia para o estudo da
carcinogénese e dos fatores que influenciam no crescimento celular e tumoral
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003). E dividido em duas etapas
principais: a interfase e a mitose.. A interfase é a fase que inicia imediatamente apods
a divisdo celular. Em comparagdo com a mitose, tem duragdo muito longa e é
subdividida em trés fases: G1, S e G2. Durante a fase G1, a célula entra num estado
de sintese de RNA e proteinas que serdo utilizadas na fase S, onde ocorre a
duplicagdo do DNA em um processo denominado replicacdo. Na fase G2, todo

material genético encontra-se duplicado e intensifica-se o crescimento celular até
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que inicie a mitose. Durante a mitose, ocorre a duplicagao celular propriamente dita,
originando duas células idénticas. E dividida em seis etapas: préfase, prometafase,
metafase, anafase, teléfase e citocinese. A fase em que uma célula ndo esta em
duplicagdo chama-se GO (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003;
PINHO, 2005).

A regulacdo do ciclo celular € dada por sinais mitogénicos oriundos do
ambiente tecidual, tais como Fator de Crescimento Epitelial (EGF) e Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), dentre outros. Estes fatores sé&o
produzidos apés mudangas no ambiente externo, como, por exemplo, uma solugao
de continuidade nos tecidos. Tendo recebido estes sinais via receptores de
membrana, a célula utiliza mecanismos intracelulares complexos para traduzi-los e
iniciar sua divisdo (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; PINHO,
2005).

Os diferentes tipos de receptores irdo variar quanto ao tipo de alteragao pelo
qual é feita a ativagcdo intracelular. No caso dos receptores dos fatores de
crescimento, esta ocorre através de um mecanismo denominado de fosforilacéo,
através da adigdo de uma proteina de um grupo fosfato, catalizada por uma enzina
proteino-quinase e revertida por uma proteina fosfatase. A partir deste ponto, a

célula fica sob influéncia de fatores reguladores intrinsecos. (PINHO, 2005).

Para que os eventos de divisdo celular ocorram de maneira adequada, €&
necessaria a existéncia de mecanismos controladores do ciclo celular: as cascatas
ciclino-dependentes e os pontos de checagem. (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE,
BERNEMAN, 2003; PINHO, 2005).

As enzimas proteinas-quinases, ou quinases, necessitam de um processo de
ativagdo para exercerem suas fungdes. Esta ativagdo ocorre apds sua ligagao a
outro grupo de proteinas, as ciclinas, sendo conhecidas como quinases dependente
de ciclinas (CDK). Assim sendo, a ativagédo de fato das proteinas responsaveis pelos
eventos relacionados ao ciclo celular dar-se-a através de complexos denominados
CDK-ciclinas. (PINHO, 2005)

Outros importantes mecanismos de controle do ciclo celular sdao os
denominados pontos de checagem ou “check-points”, cuja fungdo € detectar em

momentos estratégicos de mudangas de fases a presenga de defeitos que possam
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comprometer a formacao de células-filhas normais (PINHO, 2005). Existem dois
pontos de checagem de maior importancia: ao final da fase G1 e ao final da fase G2
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; PINHO, 2005). Nestes
pontos, sdo avaliadas condi¢cdes locais necessarias a replicagcdo celular como o
tamanho celular, a presenca de condi¢cdes locais adequadas para replicacdo e a
integridade da replicagao do DNA. Uma vez que as condigdes ndo sejam favoraveis,
o ciclo celular para até que as condigdes adequadas estejam presentes.
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BER NEMAN, 2003; PINHO, 2005).

Os genes que controlam o ciclo celular tem a fungao primordial de promover a
multiplicagdo celular de forma organizada e perfeita. Dividem-se basicamente em
dois grupos: os genes que estimulam a proliferacdo celular e os que inibem a
proliferacdo celular. Num estado de equilibrio tecidual normal a funcdo destes dois
grupos de proteinas encontra-se em equivaléncia (VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003).

O grupo de genes que codificam proteinas capazes de estimular a
proliferagdo celular € chamado de proto-oncogenes quando desempenham sua
funcdo normal e oncogenes quando sofrem mutagdo, podendo levar ao
desencadeamento do processo proliferativo patolégico. Por outro lado, as proteinas
inibidoras do ciclo celular sdo codificadas por genes chamados supressores
tumorais. Estes genes atuam de duas formas: agem como genes de reparo, atuando
no reparo de erros de replicacdo do DNA ou promovendo apoptose de células
defeituosas (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003; PINHO, 2005).

A progressao da mucosa normal para adenoma e cancer esta associada a
alteragdes genéticas herdadas ou adquiridas durante a vida (VERMEULEN, VAN
BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003). Diversos genes ja sdo bastante conhecidos e
estao diretamente envolvidos no processo da carcinogénese. e desenvolvimento de
neoplasias. Dentre eles, o gene p53 ocupa papel relevante no desenvolvimento de
neoplasias gastrointestinais e colorretais. (MILLER et al., 1986; ISOBE et al., 1986;
MAY & MAY, 1999; VOGELSTEIN, 2000).

O gene supressor de tumor p53 em humanos esta localizado no loco de
subdivisdo 13 do brago curto do cromossomo 17 (17p13). Composto por 11 exons
intercalados por 10 introns (MILLER et al., 1986; ISOBE et al., 1986), codifica uma
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fosfoproteina nuclear de peso molecular equivalente a 53 kD, que contém uma
sequéncia de 393 aminoacidos (MAY & MAY, 1999).

A proteina p53 é composta por quatro dominios funcionais principais: um
dominio amino-terminal (N-terminal), um extenso nucleo hidréfobo central, uma
regidao de oligomerizagdo e uma regido carboxil-terminal (C-terminal) (MILNER,
1997; MAY & MAY, 1999).

O nucleo hidréfobo, conhecido como ativador de transcricdo sequéncia-
especifica, é responsavel por interagir com uma sequéncia especifica do DNA.
(YONISH-ROUACH, 1997). O dominio C-terminal, por outro lado, é capaz de se ligar
nao especificamente a varias formas danificadas de DNA visando seu reparo. A
regidao de oligomerizagédo parece estabilizar a atividade de ligagao especifica, sendo
essencial para a transativacdo de sequéncia especifica em alguns casos. Varias
proteinas celulares, sendo a MDM2 o exemplo mais classico, podem inativar a p53
ao se ligarem ao dominio N-terminal (VOGELSTEIN, 2000).

Deve-se salientar que apenas 5% das mutagdes podem acometer as porgcoes
N-terminal e C-terminal. A maioria, aproximadamente 95%, ocorrem no nucleo
hidréfobo (CHO et al., 1994). Logo, essa por¢do da molécula é a que esta mais

relacionada com a inativagao da sua funcéo.

A principal funcao da proteina p53 € mediar a resposta celular quando o DNA
é danificado, auxiliando na manutengdo da estabilidade gendémica (SOUSSI,
FROMENTEL; MAY, 1990; YONISI-ROUACH, 1997; VOGELSTEIN, 2000). Dessa
maneira, muitas formas de estresse genotodxico, incluindo radiacbes e alguns
produtos quimicos, induzem rapido aumento nos niveis da proteina p53,
promovendo a interrupg¢ao do ciclo celular, inibindo a proliferacao e participando da
morte celular programada ou apoptose (YOUNISH-ROUACH, 1997; MAY & MAY,
1999).

Ha pelo menos trés mecanismos pela qual p53 é ativada. O primeiro é através
do dano ao DNA, como o causado por radiagdo ionizante. A segunda via de ativagéo
€ desencadeada por fatores de crescimento, como os produtos dos oncogenes ras.
O terceiro caminho é induzido por quimioterapicos, luz ultravioleta e inibidores de
proteina-quinase (MEEK, 1999). Todas essas vias inibem a degradagédo de p53,
resultando em altas concentragdes desta proteina. (VOGELSTEIN, 2000)
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O produto de varios genes com fungao de estacionar o ciclo celular pode ser
induzido pela p53. Os principais sao as proteinas p21, MDM2 e Gadd45.( XIONG et
al., 1993; HAUPT et al, 1997; YONISH-ROUACH, 1997)

O produto do gene Waf1/Cip1, a proteina p21, bloqueia a proliferagdo celular

ao se ligar as CDKs, inibindo suas ag¢des (XIONG et al., 1993).

O gene MDM2, localizado na regidao cromossémica 12q14.3-q15, codifica uma
proteina de mesmo nome que inativa a p53 ao se ligar no seu dominio N-terminal. A
transcricdo dessa proteina é induzida pela p53, criando um “feedback” auto-
regulatério que controla, ao mesmo tempo, a atividade de p53 e a expressao da
MDM2 (HAUPT et al, 1997)

A Gadd45 é outra proteina mediada pela p53 que pode estacionar o ciclo
celular mediante ligagdo ao PCNA ou a p21 (YONISH-ROUACH, 1997).

Dentre os mediadores da via apoptdtica induzidos pela p53, estdo o gene
bax, o qual acelera a apoptose através da ativacdo de caspases que alteram a
estrutura da mitocéndria, estimulando a produgédo de espécies reativas de oxigénio
altamente toxicas (MAY; MAY, 1999) e a Fas/APO-1, da familia de receptores do
fator de necrose tumoral, que promove transdugao de sinal ao se ligar a proteina
DRS5, resultando na indugcédo da cascata de caspases que levam a apoptose (WU &
LEVINE, 1994). Uma terceira via para apoptose €& mediada pela IGFBP-3,
antagonista do IGF-1, que bloqueia a sinalizagédo do fator de crescimento mitogénico
(BASERGA, 1994).

A proteina p53 pode, ainda, ser responsavel pela ativacdo de genes que
mantém a estabilidade genbémica através de reparo no DNA e recombinagao
cromossomal. Também esta relacionada com a inibicdo de neoformagao vascular
(VOGELSTEIN, 2000).

A pesquisa da proteina p53 em neoplasias colorretais através de técnicas de
imunohistoquimica tem sido amplamente utilizada. Pelo fato da forma mutante dessa
proteina ter uma meia-vida longa quando comparada a sua forma normal, também
chamada de “selvagem”, essa técnica quase exclusivamente detecta a primeira
forma, ou seja, a mutante (PORCELLI, 2001; HORIUCHI et al., 2004) .

Estudos com a proteina p53 em processos neoplasicos colorretais utilizando a

imunohistoquimica tentam estabelecer relacbes entre a sua deteccdo e fatores
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diagnodsticos ou prognosticos. (KRESSNER et al., 1999; KIM et al., 2001; LAN et al.,
2006; SHANMUGAM, et al., 2008; FELIN et al., 2008). Estas pesquisas sobre a
deteccdo de p53 em adenomas e carcinomas colorretais mostram resultados

variaveis.

KIM et al. (2001), estudando 23 espécimes de cancer de reto, obtiveram

imunopositividade para a proteina p53 em 16 casos.

PORCELI et al (2001) encontraram 72% de positividade para p53 em

espécimes de adenocarcinoma colorretal.

LUSTOSA et al.(2005), conduziram estudo no Brasil com 125 pacientes com
adenocarcinoma colorretal. A imunohistoquimica foi positiva para p53 em 11,8% dos
casos. Outro trabalho brasileiro pesquisando a expressao de p53 em 40 amostras de
adenocarcinoma intestinal encontrou 70% de hiperexpresséo desta proteina (FELIN
et al, 2008)

THEODOROPQULOQOS et al. (2009) obtiveram 63% de positividade para p53

em estudo de 164 casos de adenocarcinoma colorretal.

Os estudos de p53 em adenomas colorretais revelam resultados variaveis,
com taxas de positividade entre 10 e 58%. (ENOMOTO et al, 2000)(VOSKUIL et al,
2000)(PORCELI et al, 2001) (SHEIKH et al, 2003)

Quando os adenomas sdo analisados segundo o grau de displasia, ha
diferencgas significativas nos achados da proteina p53 nos adenomas de baixo e alto
grau de displasia (WATATANI et al, 1999).

NOMURA et al (2000) encontraram positividade para p53 significativamente
maior em adenomas com alto grau de displasia quando comparados com adenomas

de baixo grau de displasia.

A expressao da proteina Ki-67, no humano, é estritamente associada com a
proliferacdo celular, sendo essa detectada nas fases G1, S, G2 e mitose. Dessa
maneira, o Ki-67 € um excelente marcador para células em proliferacdo. Além disso,
apresenta biologia peculiar, ndo tendo semelhanga com nenhuma das outras
proteinas envolvidas no ciclo celular. (SCHOLZEN & GERDES, 2000).

VAN DIERENDONCK et al. (1989) postularam dois critérios necessarios para

um marcador de proliferacdo celular, que sdo a presenga continua do antigeno
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durante o ciclo celular em todos os tipos de células, e o desaparecimento deste
quando a célula passa para um estado nao proliferativo. Em relagao a estes critérios,
o Ki-67 encontra-se presente em todas as fases do ciclo celular, com exce¢ao de

GO0, e em todos os tipos de células com capacidade proliferativa

Em relagdo a deteccdo do Ki-67, o maior empecilho para os estudos
referentes a esta proteina era a incapacidade do anticorpo original detectar materiais
em blocos de parafina. Este fato foi superado com o surgimento do anticorpo
monoclonal MIB-1, que tem mais sensibilidade e facilidade metodolégica, quando
comparado a contagem do numero de células em mitose (indice mitético), e mais
especificidade, quando comparado com o PCNA, outro marcador de proliferagao
celular conhecido (SCHOLZEN & GERDES, 2000). Este ultimo, de acordo com
PROSPERI (1997), ndo € recomendado como marcador de proliferacdo celular

porque se apresenta positivo mesmo em células em GO.

A proteina Ki-67 € considerada o marcador de proliferacdo celular de maior
acuracia, sendo utilizado muitas vezes como fator progndéstico em tumores cuja
evolugao é de dificil previsdo quando baseada somente em critérios histolégicos
(SCHOLZEN & GERDES, 2000).

O gene Ki-67 atua na sintese de duas isoformas da proteina Ki-67, uma com
320 kD e outra com 359kD, relacionadas com a presenca ou a auséncia,
respectivamente, do exon 7 deste gene. Contém uma regido central com 16
repetitivos elementos codificados por um exon simples de 6845 pares de bases.
(SCHOLZEN & GERDES, 2000).

A funcdo da proteina Ki-67 ainda € pouco conhecida. Segundo STARBORG
et al. (1996) sédo sugeridos trés possiveis papéis para Ki-67:envolvimento no
processo de condensacdo e descondensacdo dos cromossomos, na protecdo e
estabilizagdo dos cromossomos e na distribuigdo simétrica de proteinas nucleolares

para as células-filhas.

Atualmente, tem sido sugerido que Ki-67 tem um papel crucial na proliferacao
celular porque a injecdo de anticorpos contra este antigeno tem diminuido a taxa de
divisao celular (SCHOLZEN & GERDES, 2000; KAUSCH et al., 2003).
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Em relagdo a expressao da proteina Ki-67 dentro do ciclo celular, GERDES et
al. (1984), analisando detalhadamente a estimulacdo do ciclo celular de leucdcitos
mononucleares pela fitohemoglutinina, verificou que o antigeno Ki-67 estava
presente no final da fase G1 e durante o periodo total das fases S, G2 e M, estando

ausente na fase GO.

ENOMOTO et al, (2000) realizaram imunohistoquimica para Ki-67 em 80
adenomas colorretais. O indice de expressao de Ki-67 foi tdo maior quanto maior o

grau de displasia dos adenomas.

KIM et al, (2001) avaliaram a expressao de Ki-67 em 23 casos de céancer retal
submetidos a radio e quimioterapia pré-operatérias. Foi observada uma correlagao
positiva entre o indice de proliferagdo celular representado pelo Ki-67 e a regressao

tumoral ap6s a radioquimioterapia.

ISHIDA et al, (2004) estudaram casos de cancer colorretal em estadio Dukes
C, divididos em dois grupos: sobrevida curta (dentro dos primeiros dois anos apds a
cirurgia), e sobrevida longa (acima de dez anos de sobrevida). Investigaram fatores
clinicopatoldgicos e expressao imunohistoquimica de p53, Ki-67 e CEA no tumor
primario e linfonodos metastaticos, encontrando imunoexpressédo de Ki-67 e CEA
nos linfonodos metastaticos significantemente maiores no grupo de pacientes de

sobrevida curta.

SOUSA-JUNIOR, ALENCAR, SILVA, (2009) incluiram em sua pesquisa a
expresséao de Ki-67, cujo objetivo foi detectar a sua expressao e de bcl-2 em mucosa
colorretal normal de pacientes com cancer de mama, onde concluiram por haver
diferengas significantes entre a expressao de Ki-67 entre o grupo de estudo e um

grupo controle.

SOUSA-JUNIOR, ALENCAR, SILVA, (2010) avaliando a expresséo de Ki-67
em adenomas colorretais de pacientes com e sem cancer de mama, concluiram que
ha uma maior expressdo de Ki-67 em adenomas provenientes de paciente com

cancer de mama.

Vé-se, portanto, que as expressdes imunohistoquimicas de p53 e Ki-67 sao
parametros importantes no estudo da carcinogénese colorretal. Em relagdo aos

adenomas colorretais, porém, ainda sdo poucos os trabalhos que fazem semelhante
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estudo, associando a caracteristicas clinico-patolégicas. Embora, algumas relagcbes
ja estejam bem estabelecidas, outras ainda necessitam ser melhor avaliadas,
inclusive a existéncia de relagao entre as duas proteinas. Estes fatos incentivaram a
presente pesquisa e espera-se, com isso, obter-se novos conhecimentos acerca

deste tema.
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2 OBJETIVO

Os objetivos da presente investigacao sao:

Determinar a expressao imunohistoquimica das proteinas p53 e Ki-67 em

adenomas colorretais.

Verificar se a expressao das proteinas p53 e Ki-67 tem relacido com a idade e
sexo dos pacientes; tamanho, sincronicidade, localizacdo e grau de displasia dos

adenomas.

Verificar a relacdo entre si da expressao das proteinas p53 e Ki-67 nos

adenomas.
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3 METODO

O estudo foi realizado no Servigo de Coloproctologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara e Servico de Endoscopia
Digestiva do Hospital Santa Maria Ltda, em Teresina-Pl, apds ter sido aprovado por
Comité de Etica local sob o protocolo No 596/09 (APENDICE B).

3.1 AMOSTRA

A amostra consistiu de 50 adenomas provenientes de 44 pacientes
submetidos a exames rotineiros de colonoscopia, no qual foi feito o diagndstico de
polipos adenomatosos. As principais indicagdes para os exames colonoscépicos
foram: alteracdo de habito intestinal (15 casos), hematoquezia (14 casos), prevengao
de cancer colorretal (9 casos) dor abdominal persistente (6 casos). Vinte e cinco
adenomas eram provenientes de 23 pacientes do sexo feminino e 25 eram
provenientes de 21 pacientes do sexo masculino. A idade média dos pacientes foi de
62,7 anos (41 -89) .

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
Adenomas colorretais confirmados por exame histopatologico.

Assinatura de termo de consentimento informado. ( APENDICE A)

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Pacientes portadores de neoplasias malignas atual ou pregressa, poliposes

colicas, radioterapia prévia e doenca inflamatoria intestinal.

3.4 DELINEAMENTO

Estudo transversal, ndo-controlado, realizado entre os meses de abril de 2009
e abril de 2010.

Os pacientes foram provenientes do ambulatério de Coloproctologia do
Hospital Santa Maria LTDA , em Teresina-Pl, os quais tiveram indicacdo para
realizar exame colonoscoépico.

Os pacientes foram submetidos a realizacdo de videocolonoscopia € ao

serem diagnosticados podlipos colorretais, realizou-se polipectomia endoscopica.
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Posteriormente, os polipos foram submetidos a analise histopatolégica para
confirmacao da sua natureza adenomatosa e inclusdo no estudo. Foram colhidos
dados relativos aos adenomas( quantidade, tamanho, localizagdo, grau de displasia)
e aos pacientes( idade, sexo) e realizado imunohistoquimica para as proteinas p53 e
Ki-67 em cada adenoma . Para comparagao entre grupos e anadlise estatistica os
adenomas foram categorizados: quanto a localizagao, em retais e célicos; quanto ao
tamanho, em <10mm ou =210mm; quanto ao grau de displasia em baixo e alto. Nos
casos de pacientes com adenomas multiplos, foi realizado estudo

anatomopatolégico e imunohistoquimica separadamente em cada adenoma.

3.5 PROCEDIMENTO ENDOSCOPICO

Os pacientes foram submetidos a videocolonoscopia até o ceco apds preparo
mecéanico do colon com solugdo de Manitol a 10%. Todos os exames foram
realizados pelo mesmo profissional. Foi utilizado aparelho de videocolonoscopia
marca Olympus, série 145 HE. Todos os polipos foram ressecados com utilizagdo de
alca diatérmica; em seguida, era realizada mensuracéo a fresco dos pdlipos com
auxilio de paquimetro e colocados em solugdo de formalina a 10% com tampéo

fosfato.

3.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os pdlipos foram encaminhados para o Laboratério de Patologia Cirurgica e
Citopatologia (LAPAC), na cidade de Teresina-Pl, para rotina de exame
anatomopatologico.

Apds analise macroscopica, o espécime foi submetido a rotina para preparo de
cortes histolégicos e coloragdo pela hematoxilina-eosina, onde era confirmada a
natureza adenomatosa do pdlipo, determinado o tipo histologico e grau de displasia.
Todos os casos foram avaliados independentemente por dois patologistas para

obter-se confirmagéo das caracteristicas histopatoldgicas.

3.7 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foi realizada analise imunohistoquimica para deteccdo da expressdo das
proteinas p53 e Ki-67. Foi obtida através do método imunoenzimatico da
streptoavidina-biotina-peroxidase. Este consiste nas seguintes etapas: 1 -

desparafinizagdo a 60°C (20 minutos); 2 — desparafinizagcao a temperatura ambiente
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(30 minutos); 3 — re-hidratagdo com alcool e agua; 4— recuperagao antigénica:
aquecimento das laminas em solugcao de acido citrico 0,01 M/pH = 6,0 em forno
microondas (poténcia maxima) para o P53 (10 minutos), e em panela de pressao
para o Ki67 (5 minutos); 5 — bloqueio da peroxidase endégena em dois banhos de
H202 a 3% (10 minutos cada) e lavagem com agua e em tampao PBS (solugéo
salina tamponada com fosfatos); 6 — incubacdo em camara umida a 4°C (18 horas)
com anticorpo especifico primario MIB-1(DAKO) na titulagdo de 1:100 para o Ki67 e
DO-7 (DAKO) na titulagdo de 1:800 para o p53; 7 — incubacdo com anticorpo
biotinilado (secundario) em camara umida a 37°C (30 minutos), mais lavagens em
PBS; 8 — incubacdo com complexo estreptavidina-biotina-peroxidade em camara
umida (37°C) por 30 minutos, mais lavagens em PBS; 9 — revelag&o por imersdo em
solugédo de diaminobenzidina 60mg% em tampao PBS contendo 0,06% de perdxido
de hidrogénio, mais lavagens em agua destilada; 10 — contracoloragdo em
hematoxilina de Harris, desidratacdo em alcool e montagem em laminula com
Entellan. Os nucleos positivos para cada um dos marcadores apresentam tipica

coloragao marrom.

3.8 ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE P53 E KI-67

A determinacdo quantitativa da expressdo dos marcadores p53 e Ki-67 foi
realizada utilizando-se um sistema computadorizado constituido por um microscépio
de luz marca Nikon acoplado a uma videocamera colorida (Samsung Digital Camera
SCC-131, Seul, Coréia do Sul) com captura de imagem em microcomputador
Pentium 1V, com disco rigido de 80 Gigabyte, processador de 3.0 GHz, 1024 de
memoria RAM e placa grafica digitalizadora, em ambiente Windows XP.

A contagem de células positivas e negativas para a expressao do p53 e Ki-67
foi realizada em aumento de 400x nas areas mais intensamente coradas.

Apos digitalizacdo das imagens, foram contadas 500 células do epitélio
mucoso em campos aleatérios (SCOPA et al, 2003) com o auxilio do software de
Processamento e Analise de Imagem - ImagedJ. Foram consideradas positivas as
células com coloragao nuclear marrom-escuro bem evidente. (FIGURA 1)

N&o foi utilizado qualquer recurso adicional do programa Imaged para
quantificar a intensidade da coloragao das células.

O calculo do indice de expressdo das proteinas foi realizado por meio da

seguinte férmula: i = (numero de nucleos corados/ numero de nucleos contados).
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No caso do p53 foram considerados positivos 0os casos em que existia pelo
menos 10% das células com esta coloragdo nuclear. (PORCELLI et al.,, 2001;
LUSTOSA et al., 2005)

Quanto a proteina Ki-67, o indice de proliferagéo celular (i.Ki-67) foi calculado

pela mesma férmula, sendo expresso em valores absolutos.

FIGURA 1 - Microfotografia de imunohistoquimica positiva para p53 (A) e Ki-67 (B) (aumento 400x)
(caso No 13).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média, desvio padrao, valores minimo e
maximo para as variaveis numericas e em frequéncia e porcentagem para variaveis
categoricas e ordenativas.

Na analise estatistica entre as variaveis foram utilizados o teste “exato de
Fischer” para as variaveis ordenativas e categéricas e o “Teste t de Student” ou a
“Correlagao Linear de Pearson” foi utilizado na associacdo entre as variaveis
numéricas. Um valor de p< 0,05 foi considerado significante. Utilizou-se como

auxiliar o programa estatistico Bioestat 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 ACHADOS ENDOSCOPICOS

A localizagdo dos pdlipos foi assim distribuida: 15 (30%) localizavam-se no
reto e 35 (70%) nos colons. (TABELA 5)

Cinco pacientes apresentaram polipos sincronicos, totalizando 11 adenomas.

Um paciente apresentou trés adenomas e os demais apresentavam dois cada.
(FIGURA 7)

4.3 ACHADOS MACROSCOPICOS

O tamanho dos pdlipos variou entre 3mm e 25mm com média de 6,5mm (DP=
4,7). Em 36 casos (72%) eram menores que 10mm e em 14 (28%) maiores que
10mm. (TABELA 4)

4.4 ACHADOS MICROSCOPICOS

A excecgédo de 1 caso de adenoma tubulo-viloso, todos os demais casos foram
classificados histologicamente com adenoma tubular. Em relagdo ao grau de
displasia, 33(66%) foram classificados como de baixo grau e 17(34%) como de alto
grau. (TABELA 6)

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA
A proteina p53 foi positiva em 9 casos(18%). (FIGURA 2). Ja a expresséao de
Ki-67 obteve média de 0,49 (0,19-0,95) (DP= 0,17). (TABELA 1)

m p53+

= p53-

FIGURA 2: Gréfico da expressao da proteina p53 em adenomas colorretais.
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TABELA 1 - Expressao da proteina Ki-67 (iKi-67) em adenomas

N Média DP EP Minimo  Mediana Maximo

50 0,49 0,17 0,02 0,19 0,46 0,95

DP: desvio padrao EP: erro padrao

Dos casos positivos para p53, a média de idade foi de 65,2 anos (DP= 9,1),
com idade minima de 52 e maxima de 80 anos. Nos casos negativos para p53 a
média de idade foi de 62.2 anos (DP= 10.9), com minima de 41 e maxima de 89
anos. (p= 0,42) (TABELA 2)

TABELA 2 - Distribuicdo de idade segundo a expressao da proteina p53(p=0,42)

Idade (anos) p53+ p53-

Média 65,2 62,2
Minima 52 41
Méaxima 80 89

Desvio padrao 9,4 10,4

A expressao de p53 em relacdo ao sexo mostrou positividade em 3 pacientes
do sexo masculino e em 6 do sexo feminino. (p=0,46) (TABELA 3, FIGURA 3)

TABELA 3 - Expressao de p53 segundo o sexo
Sexo p53 +, n (%) P53 —, n (%) TOTAL , n (%)

Masculino 3(12) 22(88) 25 (100)

Feminino 6(24) 19(76) 25(100)




33

25—

B P53+ 20

15+

10+

B Pz 5|

MASCULING FEMIMNIMNG

FIGURA 3 - Grafico da distribuicao da proteina p53 entre os sexos (p=0,46)

Em relagdo ao tamanho, os pdlipos abaixo de 10mm tiveram 5 casos(13,8%)
de positividade para p53 enquanto o grupo maior ou igual a 10mm tiveram 4 casos
(28,5%). (p= 0,41) (TABELA 4, FIGURA 4)

TABELA 4 - Expressao de p53 segundo o tamanho do adenoma (p=0,41)

Tamanho p53+, n (%) p53-,n (%) Total,n (%)
<10mm 5(13,8) 31 (86,2) 36 (100)
210mm 4 (28,5) 10 (71,5) 14 (100)

B P53+ 31

B P53

=10 MM = 10MM

FIGURA 4 - Grafico da expressao da proteina p53 segundo o tamanho do adenoma (p=0,41)
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Quanto a localizagéo, dos polipos situados no reto, 2 casos (13,3%) foram
positivos para p53, enquanto no colon encontrou-se 7 casos (20%) de positividade.
(p=0,7) (TABELA 5, FIGURA 5)

TABELA 5 - Expressao de p53 segundo localizagdo do adenoma (p= 0,7)

Localizagao p53 +, n (%) p53 —, n (%) Total, n
Reto 2(13,3) 13 (86,7) 15
Colon 7 (20) 28 (80) 35

B P53+

B P53

RETO COoLOoM

FIGURA 5 - Grafico da expresséo da proteina p53 segundo a localizagdo do adenoma(p=0,7)

Em relagéo ao grau de displasia, em 33 casos de baixo grau foi encontrado 1
caso positivo para p53 enquanto em 17 casos com alto grau de displasia obteveram-
se 8 casos com p53 positivo. (p =0,0003 ) (TABELA 6, FIGURA 6)
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TABELA 6 - Expressao de p53 segundo grau de displasia(p=0,0003)

Grau displasia p53 +, n (%) p53-, n (%) Total, n (%)
Baixo 1(3) 32 (97) 33 (100)
Alto 8 (47) 9 (53) 17 (100)

B P52+

B Psa-

BALKO ALTO

FIGURA 6 - Grafico da expressao da proteina p53 segundo o grau de

displasia dos adenomas.(p=0,0003)

Entre os pdlipos sincrénicos(11 casos), houve um caso de positividade para a
proteina p53, enquanto nos polipos uUnicos(39 casos) houveram 8 casos positivos
para a proteina p53(p=0,66). (FIGURA 7)

. p53+ 31

B ps3-

POLIPO UNICO POLIPO SINCROMNICO

FIGURA 7 - Grafico da expresséo da proteina p53 em polipos Unicos e sincronicos. (p=0,66)
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Avaliando-se a relagédo entre expressao de p53 e Ki-67; nos casos positivos
para p53, o iKi-67 obteve média de 0,53 (DP=0,1) com minimo de 0,36 e maximo de
0,71. Entre os casos negativos, a média do iKi-67 foi de 0,48 (DP=0,18) com minimo
de 0,19 e maximo de 0,95. (p=0,4) (FIGURA 8)

0.6

0.5—

L.KI-67

02—+

0.1

0.0

P&3+ P53~

FIGURA 8 — Grafico da expressao da proteina Ki-67 (médias) em adenomas p53+ e p53-.

Na associacao entre a idade e expressao de Ki-67 foi utilizada a correlagao
linear de Pearson onde foi determinado um valor de r=-0,04 (p=0,67) (FIGURA 9)
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FIGURA 9 - Grafico de dispersao entre idade (eixo x) e iKi-67 (eixo y)
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Para a expressao da proteina Ki-67, a média encontrada no sexo feminino foi
de 0,46 (DP= 0,14) e de 0,51 no sexo masculino (DP= 0,19) (p= 0,35) (TABELA 7,
FIGURA 10)

TABELA 7 - Expressao de Ki-67 (iKi-67) segundo o sexo (p=0,35)

Sexo Masculino Feminino
Média 0,51 0,45
Minimo 0,24 0,19
Maximo 0,95 0,71
Desvio padrao 0,19 0,14

0.6

0.51

0.5+

04—

i.Ki-67

02—

017

0.0
FEMIMNIMNG MASCULING

FIGURA 10 - Grafico da expresséao da proteina Ki-67 (média) entre os sexos. ( p=0,35)

Em relacdo ao tamanho, nos pdlipos menores de 10mm a média da
expressao de Ki-67 foi de 0,49 (DP= 0,19), e 0,47 (DP= 0,11) no grupo maior ou
igual a 10mm. (p=0,7) (TABELA 8, FIGURA 11)
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TABELA 8 - Expressao de Ki-67 (iKi-67) segundo o tamanho do adenoma

Tamanho <10mm 210mm
Média 0,49 0,47
Minimo 0,19 0,29
Maximo 0,95 0,62
Desvio padrao 0,19 0,11
05— 0.49
0.4
03—
i.Ki-67
0.2
0.1
0.0

=10mm =10mm

FIGURA 11 — Grafico da expresséo da proteina Ki-67 (média) de acordo

com o tamanho dos adenomas. (p=0,7)

Nos pdlipos localizados no reto a média de expressado do Ki-67 foi de 0,57
(DP=0,19) enquanto nos pdlipos célicos foi de 0,45 (DP= 0,15). (p=0.02) (TABELA 9,
FIGURA 12)

TABELA 9 - Expressao de Ki-67 (iKi-67) segundo a localizagdo
do adenoma(p=0,02)

Reto Célon
Média 0,57 0,45
Minimo 0,28 0,19
LKi-67 Maximo 0,95 0,90

Desvio padrao 0,19 0,15
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I.KI-67

RETO COLON

FIGURA 12 — Grafico da expressao da proteina Ki-67 (média) de acordo com a localizagao

dos adenomas. (p= 0,02)

Em relagdo ao grau de displasia, os polipos com baixo grau de displasia
tiveram média do indice de expressao de Ki-67 de 0,45 (DP= 0,16) e aqueles com
alto grau de displasia tiveram média de 0,56 (DP= 0,17) (p= 0,02) (TABELA 10,
FIGURA 13)

TABELA 10 - Expresséo de Ki-67 (iKi-67) segundo o grau de displasia
do adenoma(p=0,02)

Grau de displasia Baixo grau Alto grau
Média 0,45 0,56
Minimo 0,19 0,29
Maximo 0,85 0,95
Desvio padrao 0,16 0,17

Na tabela 11 estdo listadas todas as relagbes das proteinas p53 e Ki-67,

destacando aquelas com significancia estatistica.
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i ki-67

BAIXO GRAL ALTO GRAL

FIGURA 13 — Grafico da expressao da proteina Ki-67 (média) de acordo com o grau

de displasia dos adenomas. (p= 0,02)

TABELA 11 - Relagdes com significancia estatistica

Relagdes p value
p53 X idade p=0,42
p53 X sexo p= 0,46
p53 X tamanho p= 0,41
p53 X polipos sincronicos p= 0,66
p53 X grau de displasia p= 0,0003*
p53 X localizagao p=0,7
p53 X Ki-67 p=0,4
Ki-67 X idade p= 0,67
Ki-67 X sexo p= 0,35
Ki-67 X tamanho p=0,7
Ki-67 X grau de displasia p= 0,02
Ki-67 X localizagéo p= 0,02

* estatisticamente significante
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5 DISCUSSAO

O conhecimento de fatores associados a génese e a progressao do cancer
colorretal é de grande importancia para elaboragao de estratégias de prevencao e
tratamento. Neste contexto, a polipectomia constitui-se na melhor estratégia de

prevencao do cancer colorretal (CITARDA et al, 2001).

A identificagdo de parametros que refltam o comportamento biolégico dos
tumores, correlacionando com a sua agressividade e grau evolutivo é um
determinante fundamental do prognéstico e do incremento da terapia oncoldgica.
Apesar dos recentes progressos na definigdo dos mecanismos moleculares de
desenvolvimento e progressao do cancer, somente alguns marcadores bioldgicos

foram identificados como tendo algum valor prognéstico (MATOS et al, 2005).

A proteina p53, considerada a “guardida do genoma”, tem sido pesquisada
exaustivamente em diversos tipos de neoplasias, onde sdo encontradas mutacoes
em cerca de 50% de todos os canceres humanos, ou mais de 50 tipos de tumores
(MATOS et al, 2005).

A associagado da pesquisa da proteina Ki-67 tem sua importancia no fato de
mensurar a atividade proliferativa celular que pode estar exacerbada em células
neoplasicas ou em células que perderam a capacidade de auto-regulacédo. A medida
do indice de proliferagao celular pode revelar um comportamento mais agressivo por
parte das neoplasias com implicagdes progndsticas importantes (SCHOLZEN &
GERDES, 2000).

A literatura mostra que varios autores ja realizaram estudos com as proteinas
p53 e Ki-67 em diversos tipos de neoplasias, tanto gastrointestinais como extra-
intestinais( VIALE et al, 1997; ESPOSITO et al 2000; FORONES et al, 2005;
THEODOROPOULOS et al,2009 ; NEVES et al, 2009).

A escolha por se realizar um estudo a partir de pdlipos ressecados em
exames colonoscopicos ao invés de utilizar pegcas estocadas em laboratério de
patologia teve como objetivo uma melhor recuperagdo antigénica durante o
processamento imunohistoquimico do material (WERNER et al., 2000). Além disso,

a medida dos polipos logo apds a sua remogao € mais fidedigna do seu real



42

tamanho, pois, ap6s serem imersos em formol, ha uma retragdo nas suas

dimensoes.

Merece destaque, também, uma melhor obtencdo de dados clinicos, visto que
os pacientes doadores dos podlipos eram atendidos em ambulatério em momento
contemporaneo ao periodo da pesquisa, o que também permitiu a retirada do estudo
de casos em que os critérios de exclusao estavam presentes. No entanto, mesmo
com as vantagens citadas, ainda persistem dificuldades de avaliagdo de outros
fatores clinicos, como a historia pregressa de adenomas, pois nem todos os
pacientes tinham essa informacgao, ou quando a tinha, ndo havia como se confirmar
a condicao histologica, se tratava-se de adenomas ou ndo. Também a historia
familiar de neoplasia ficou prejudicada pela fragilidade das informagdes prestadas

pelos pacientes deste estudo.

A populacdo avaliada neste estudo tinha média de idade de 62,7 anos e
distribuicdo entre sexo de forma quase igualitaria. Estes dados sao semelhantes ao
encontrado na literatura, mostrando prevaléncia dos podlipos acima dos 50 anos e
que nao ha predilecdo por sexo (WILLIAMS et al.,, 1982; LOEVE et al, 2004,
MANSMANN U et al, 2008; PETROIANU et al, 2009). Os dados também reforgam o
conceito de que a idade dos pacientes portadores de adenomas e cancer colorretal
€ a mesma, geralmente apos os 50 anos de idade (BRENNER et al, 2008;
MANSMANN et al, 2008).

A proteina p53 foi considerada positiva em 9 casos, o que representou 18%
do total de casos (FIGURA 2). WATATANI et al., (1999), analisando a expressao de
p53 em adenomas, encontrou taxas de expressdo variaveis em se tratando de
adenomas iniciais (12%), adenomas sincrénicos com carcinoma (20%), adenoma
metacrbénico apos adenoma inicial (8%) ou adenoma metacrdnico apds carcinoma
(30%). Outros autores encontraram taxas variaveis entre 10% e 60% de positividade
(ENOMOTO, 2000; VOSKUIL, 2000; NOMURA, 2000; SHEIKH , 2003).

As taxas de expressao de p53 dependem dos critérios utilizados na
metodologia da pesquisa. No presente estudo, foram considerados positivos apenas
os casos em que o indice de expressao (No. de células coradas/No. total de células
contadas) fosse superior a 10%. A escolha deste ponto de corte para classificar a

expressao de p53 deve-se ao fato de que este valor € o que mostra a mais alta
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concordancia entre a detectagdo imunohistoquimica e pontos de mutagcdo do gene
p53 (GRIZZLE et al., 1998; SHANMUGAM et al.,2008).

E sabido que os niveis celulares da proteina p53 sdo muito baixos em
condigdes normais, devido a uma meia-vida muito curta (5-45 minutos) n&o sendo
possivel sua detecgao por imunohistoquimica (HORIUCHI, 2004). Porém, mutacdes
no gene p53, levam a producdo de uma proteina p53 com grande estabilidade,

sendo possivel sua detecgao por imunohistoquimica (PORCELLI et al., 2001).

Em células normais, os niveis da proteina p53 sdo controlados de maneira
mediada através da proteina MDM2. P53 liga-se a MDM2 e é levada para fora do
nucleo, onde é degradada por proteases. As mutagdes no gene p53 incluem,
principalmente, uma substituicio aminoacida que muda a conformacdo do DNA-
ligante de p53 e cessa sua atividade transcriptacional com consequente queda nos
niveis dos genes-alvos de p53, incluindo o MDM2. Além disso, com a mutacéo, a
proteina p53 nao pode ligar-se aos seus ligantes naturais, formando complexos
estaveis com ligantes aberrantes que lhe conferem estabilidade nuclear (HORIUCHI,
2004).

Por outro lado, alguns trabalhos mostram que uma imunohistoquimica
negativa para p53 nem sempre reflete auséncia de mutacdo no gene p53, pois
certos tipos de mutagdes no gene p53 ndo promovem um acumulo da proteina no
nucleo celular. (SMITH et al.,1996; KRESSNER et al.,1999; HORIUCHI, 2004).

Da mesma forma o acumulo da proteina nao significa sempre mutacgéo,
podendo a proteina se detectada mesmo em tecidos normais em situagdes de
indugado fisiolégica frente a alteragdes acidentais do genoma ou mesmo em
situacdes diversa que podem promover uma maior estabilidade da proteina com a
sua ligagao a outras proteinas do ciclo celular ou proteinas virais. (KLUMB &
CAVALCANTI JR, 2002). Cabe salientar que uma forte positividade na
imunohistoquimica para p53 indica uma disfungcédo da proteina, seja por mutagéo ou

sua estabilizagdo por outro mecanismo.

Avaliando-se a expressao de p53 em relacdo as caracteristicas clinico-
patoldgicas: sexo, idade, localizagdo, sincronicidade, tamanho e grau de displasia,
obteve-se diferenca estatisticamente significante quando avaliada a expresséo de

p53 segundo o grau de displasia dos pdlipos. Este ultimo achado € semelhante ao
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encontrado em estudos anteriores, os quais mostraram uma relagéo positiva e
significante entre o grau de displasia de um tumor e a imunohistoquimica positiva
para a proteina p53 (WATATANI et al.,1999; PORCELLI et al.,2001; SHEIKH et al.,
2003; VERNILLO et al., 2008).

Quanto aos demais parametros clinico-patolégicos estudados em relagdo a
proteina p53 (sexo, idade, localizagdo e tamanho), ndo observou-se relagbes com
significancia estatistica. Estes achados estdo em concordéncia com os resultados
obtidos por VERNILLO et al., 2008.

Também n&o foi encontrado relacdo entre a presenca de adenomas
sincronicos e a deteccdo da proteina p53. Observa-se ainda que no uUnico caso de
adenoma sincroénico que apresentou positividade de p53, ocorreu em paciente que
apresentava dois adenomas e a proteina p53 foi expressa em apenas um deles. De
fato, acredita-se que pode haver outro fator em jogo e que possa explicar o motivo
de um adenoma expressar a proteina e o outro ndo, mesmo sendo provenientes de
uma mesmo paciente. Observando outras caracteristicas destes dois adenomas,
existem diferengas entre eles no tamanho e no grau de displasia, onde o adenoma

que expressou a proteina p53 € maior que 10mm e com alto grau de displasia.

Relagcbdes entre a proteina p53 e caracteristicas clinico-patologicas dos
adenomas sao pouco exploradas nos estudos sobre este tema. Além dos resultados
de VERNILLO et al., 2008; um estudo realizado por VOSKUIL et al (2000) avaliou
pela imunohistoquimica a expressdo de p53 em adenomas esporadicos € em
adenomas provenientes de familias portadoras de cancer colorretal hereditario nao-
polipdide (HNPCC). Os resultados foram confrontados entre os dois grupos
(esporadicos x hereditarios) e dentro de cada grupo. No grupo dos adenomas
esporadicos foi observada uma maior freqliéncia de p53 em adenomas acima de
10mm. Os demais aspectos clinico-patoldgicos, incluindo o grau de displasia, nao

mostraram resultados estatisticamente significantes.

FEARON & VOGELSTEIN (1990) sugeriram um modelo evolutivo do
surgimento de tumores colorretais. A sequéncia adenoma-carcinoma é o resultado
de um acumulo de mutagdes genéticas distintas que envolvem uma sequéncia: a
mutac&do do gene APC, hipometilagdo do DNA, ativagédo da proteina k-ras, mutagao

da proteina DCC e, por fim, a mutagdo da proteina p53. Segundo estes autores,
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esta ultima etapa é vista somente em carcinomas, sendo infreqiente nos adenomas
de qualquer estagio. No presente estudo, um achado de 18% de positividade para a
proteina p53 mutada n&o pode ser considerado como infrequente; porém, fica
evidente que, a expressao de p53 € mais frequente a medida que o adenoma

acumula mais displasias.

A proteina Ki-67 foi expressa em todos os adenomas, como esperado, pois,
sendo um marcador de células em proliferacado, € detectado em todos os tecidos que
apresentem estado de multiplicacdo celular, como € o caso das células da mucosa
intestinal (SHINOZAKI et al.,1999; MUNEYUKI et al., 2000 ; VERNILLO et al., 2008;
RADONOVANOVIC-DINIC et al., 2009). Este achado foi constatado no inicio deste
estudo, quando foi realizado, no projeto piloto, imunohistoquimica para a proteina Ki-
67 em amostras de mucosa normal e foi detectada expressao em todos os casos

realizados.

Houve maior expressdo da proteina Ki-67, com diferenca estatisticamente
significante, nos adenomas com alto grau de displasia em relagdo aos de baixo grau
de displasia. Estes resultados foram semelhantes aos de RADONOVANOVIC-DINIC
et al (2009) .

Também foi encontrado uma maior expressdao da proteina Ki-67 nos
adenomas localizados no reto em relagcdo aos adenomas célicos. Em estudos
anteriores, nao foi encontrado referéncias sobre a avaliagdo da expressao de ki-67
em relacao a localizacdo dos adenomas. Desta forma, estes resultados nos levam a
supor que as células neoplasicas da mucosa retal apresentam maior poder de
proliferacdo celular. Este fato poderia explicar um comportamento peculiar das
neoplasias retais em relacdo as de localizagcdo cdlica e também uma maior

freqUéncia relativa de neoplasias neste segmento do intestino grosso.

Quanto aos demais parametros avaliados em relagéo a proteina Ki-67 ( sexo,
idade e tamanho), ndo foram encontradas diferencas significantes. Resultados
semelhantes foram encontrados por VERNILLO et al., (2008). Em outro estudo,
RADONOVANOVIC-DINIC et al (2009) encontraram maior expressao de Ki-67 em

adenomas maiores que 10mm.
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Nao foi possivel avaliar a relacdo da expressao da proteina Ki-67 com a
presenca de adenomas sincrénicos em face da grande variabiliadade da taxa de

expressao nao permitindo, dessa forma, uma analise estatistica adequada.

De fato, a atividade proliferativa das células da mucosa colorretal, bem como
de todo trato gastrointestinal é constante, porém encontra-se elevada em
determinadas situacbes, como em processos inflamatérios e neoplasicos
(SHINOZAKI et al.,1999; MUNEYUKI et al., 2000; SHEIK et al., 2003; NEVES et al.,
2009). SHINOZAKI et al. (1999), em um estudo com pacientes com retocolite
ulcerativa encontraram maior expressado de Ki-67 em areas displasicas da mucosa
em comparagdao com areas sem displasia. MUNEYUKI et al. (2000) realizaram
avaliacdo da expresséo de diversas proteinas em neoplasias do intestino delgado,
onde 0 i.Ki-67 foi significantemente maior em areas de neoplasia que em areas de
mucosa sem neoplasia. SHEIK et al. (2003) avaliaram a expressdo de Ki-67 em
adenomas colorretais encontrando expressao em todos, sendo mais intensa nas
areas com maior displasia. NEVES et al. (2009) em estudo com p53 e Ki-67 em
tumores de estroma gastrointestinal, encontraram maiores valores de Ki-67 em

pacientes com tumores de médio e alto risco.

Nao houve relagao estatisticamente significante entre as expressdes das
proteinas p53 e Ki-67, corroborando o trabalho de VERNILLO, et al., (2008) onde
nao foi encontrado associagdo entre p53 e Ki-67 em um grupo de 68 adenomas
pesquisados. Ja em relagdo a tumores em outros érgdos e mesmo em tumores
malignos colorretais, alguns trabalhos mostram uma associagcdo positiva entre a
mutacédo de p53 e o aumento no iKi-67 (FORONES et al., 1999; ESPOSITO et al.,
2000). Poder-se-ia imaginar que a perda da funcdo de p53 e de sua atividade
supressora permitisse a atividade celular descontrolada com consequente acumulo
de Ki-67; porém ainda nao se pode afirmar ser este o raciocinio mais adequado visto
que muitos trabalhos cientificos envolvendo estas proteinas ndo fazem correlagao
entre estas variaveis, atendo-se somente a avaliacdo individualizada de cada. E
ainda ha o fato de haver outros fatores e proteinas que atuam concomitantemente

seja estimulando ou suprimindo a atividade proliferativa celular.

O conhecimento de mais fatores prognosticos ou preditivos relacionados ao
desenvolvimento do cancer colorretal € de fundamental importdncia para os

programas de prevencao primaria. A imunohistoquimica podera vir a ser método
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auxiliar utilizado no estudo dos adenomas colorretais favorecendo a prevencéao e
tratamento dessas afeccbes e de outras a eles associadas. Desta forma, a
determinacdo da expressdo das proteinas p53 e Ki-67 pode ser util como fator
progndstico para os adenomas em associagdo com outras caracteristicas

histopatolégicas conhecidas, modificando o acompanhamento destes pacientes.
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6 CONCLUSAO

Nas condicdes em que a pesquisa foi realizada, conclui-se que:

1. As proteinas p53 e Ki-67 tém expressao significante nos adenomas

colorretais.

2. Ha diferenga significante na expressao da proteina p53 nos adenomas

com alto grau de displasia, em relagdo aos de baixo grau.

3. A expressao da p53 néo tem relagdo com sexo dos pacientes, idade,

localizagéo, tamanho e sincronicidade dos adenomas.

4. A proteina Ki-67 tem expressao significante nos adenomas retais e

com alto grau de displasia.

5. A expressao da proteina Ki-67 nao tem relacdo com sexo, idade e

tamanho dos adenomas.

6. As proteinas p53 e Ki-67 ndo mostram relagao entre si nos adenomas.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1 — Eu, Walysson Alves Tocantins de Sousa, médico, estou realizando um projeto
de pesquisa chamado “Avaliacdo da Expressao Imunohistoquimica das proteinas
P53 e Ki67 em Adenomas Colorretais “, que tem como objetivo determinar a
expresao das proteinas P53 e Ki67 em adenomas colorretais através de técnicas de
imunohistoquimica.

2 — Apds o diagnéstico e ressecgdao de polipos adenomatosos do colon e
reto,procedimentos necessarios e consagrados pela comunidade meédica,serao
submetidos os pdlipos a avaliagdo imunohistoquimica para determinar-se expressao
das proteinas P53 e Ki67. A realizagcdo da imunohistoquimica em pdlipos é um
procedimento experimental e n&o rotineiro.

3 — Serao realizados os seguintes procedimentos rotineiros: colonoscopia com
polipectomia, envio do pdlipo para diagnostico histologico.

4 — A realizagdo do exame imunohistoquimico € um procedimento sem nenhum
desconforto ou risco para o participante.

5 —Nao ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental
testando a hipotese de que adenomas expressam proteinas responsaveis pela
carcinogénese.Somente no final do estudo poderemos concluir a presenga de algum
beneficio para o estudo da evolugédo dos tumores malignos.

7 — “E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo”;

8 — Direito de confidencialidade — “As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, nao sendo divulgado a identificagdo de nenhum
paciente”;

9 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores;
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10 — Despesas e compensagdes: nao ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacido. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

11 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (exame de Imunohistoquimica) (nexo causal
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem
como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

13 - Garantia de acesso: “em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O principal investigador € o Dr Walysson Alves Tocantins de Sousa que pode ser
encontrado no endereco Rua 1° de Maio 575-sul, Centro; telefone(s)(86)3221-5968;
(86)9929-2881"

“Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FACID situado a rua Rio Poty
2381 Horto Florestal Teresina-Pi tel: 3216-7900 ramal: 233
e-mail: cep@facid.com.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais s&o os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal . Data

Assinatura da testemunha Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo. Data



APENDICE B - Aprovagio do comité de ética em pesquisa

facidP

iaculdade :ntegral dlleren:lal

DECLARACAOQO

DECLARO, para os devidos fins que se fizérem necessarios, que o pesquisador Walysson Alves
Tocantins de Sousa, orientando do professor Lusmar Veras Rodrigues deu entrada no Comité
de FEtica em Pesquisa — CEP/FACID com o projeto intitulado "Avaliagio da Expressio
Imunohistoquimica das Proteinas P53 e Ki-67 em Adenomas Colorretais, protocolo n°. 596
tendo obtido APROVACAO no dia 20/03/09 assim podendo dar inicio a pesquisa de Mestrado,

Teresina, 23 de margo de 2009

I’;@gssom Dione Cardo;ﬁf e A[umtam

Presidente do CEP / FACID
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APENDICE C - Planilha de Consolidagido de Dados Brutos
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