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Resumo

Introducao:

O estudo do comportamento dos tumores constitui actualmente uma
area de grande interesse, pela sua importancia no estabelecimento de
prognoésticos e tratamentos adequados a cada doente. A diferenciacdo e a
proliferacéo tumoral constituem factores que podem ser Uteis na caracterizacao
dos adenocarcinomas do colon. O facto de o Ki-67 ser um proteina que esta
presente exclusivamente na fase activa da célula faz dele um bom marcador de
proliferacéo celular. A sua utilizacdo nos adenocarcinomas do célon foi ainda
pouco estudada, sendo os resultados pouco consensuais no que toca a relacao
entre a proliferacdo tumoral, determinada pelo Ki-67, e a diferenciacdo. Este

estudo constitui um contributo para esse esclarecimento.

Objectivos:
Observar e descrever a possivel correlacdo entre a expressao
imunohistoquimica do marcador de proliferagdo tumoral Ki-67 e o grau de

diferenciacéo histolégica de adenocarcinomas do célon.

Materiais e métodos:
Foram estudados 62 casos de adenocarcinomas do coélon que foram
excisados cirurgicamente entre 2001 e 2003 no Centro Hospitalar Cova da

Beira.

O processamento histologico decorreu segundo procedimento de rotina
com hematoxilina-eosina, e a classificacdo histoldégica dos tumores foi feita

segundo os critérios da Organizagdo Mundial de Saude.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 1
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A avaliagdo da expressao imunohistoquimica do Ki-67 foi realizada
utilizando-se o anticorpo monoclonal dirigido ao antigénio Ki-67 humano, MIB-
1. Com base na deteccdo do anticorpo primario com o método de
estreptavidina-biotina marcada, e através da diaminobenzidina como
cromogéneo, os locais reconhecidos pelo anticorpo primario foram assim
marcados e visualizados em cor castanha. A classificacdo da marcacgéo foi

realizada segundo a intensidade e a quantidade de células marcadas.

Resultados:

Dos 62 adenocarcinomas, 5 (8,06%) eram bem diferenciados, 55
(88,70%) moderadamente diferenciados e 2 (3,23%) pouco diferenciados, néo
tendo existido nenhum caso classificado como indiferenciado. Os
adenocarcinomas pouco diferenciados apresentavam ambos 50 a 75% das
células coradas com intensidade “++”. Dos bem diferenciados, um foi Ki-67
negativo, sendo os restantes quatro positivos com diferentes quantidades e
intensidades. Os adenocarcinomas moderadamente diferenciados foram em
61,82% dos casos negativos para o Ki-67. Existiu coincidéncia entre a
intensidade “+++” e a quantidade de células imunomarcadas maxima
observada (50 a 75%) em 38,09% dos adenocarcinomas moderadamente

diferenciados.

Concluséo:
Nao foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a diferenciacao
histoldgica e a proliferacdo do tumor determinada pela presenca da proteina Ki-

67.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 2
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Palavras-chave

Ki-67; Adenocarcinomas do colon; MIB-1; Diferenciacado tumoral; Proliferacao

tumoral; Grau histologico; Imunohistoquimica.

Abstract

Introduction:

The tumours behaviour is currently an area of great interest for its
importance in establishing prognostics and appropriate treatment for each
patient. The tumour differentiation and proliferation are factors that may be
useful in the characterization of colon adenocarcinomas. Ki-67 is a protein that
presents exclusively at the active phase of cells, what makes it a good marker
of cellular proliferation. Its use in colon and the results were not consensual
regarding the relationship between tumour proliferation and its differentiation.

This study is a contribution to that clarification.

Objectives:
To observe and describe the possible correlation between the expression
of proliferation tumour marker Ki-67, determined by immunohistochemistry

techniques, and histologic diferenciation of adenocarcinomas of the colon.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 3
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Methods and Materials:

We studied 62 cases of colon adenocarcinoma which were surgically
excised between 2001 and 2003 in Centro Hospitalar Cova da Beira (Covilh,
Portugal). Histologic processing ran according routine procedure with
hematoxylin-eosin, and histologic classification of tumours was made according
to criteria of the World Health Organization.

The evaluation of the tumour proliferation marker Ki-67 expression was
performed using the monoclonal antibody directed to human antigen Ki-67,
MIB-1. Based on primary antibody detection with labeled streptavidin-biotin, and
using the chromogen-diaminobenzidine, sites recognized by the primary
antibody were marked and visualized with a brownish colour. The
immunostaining classification was performed according to the intensity and

amount of marked cells.

Results:

Of the 62 carcinomas, 5 (8.06%) were well differentiated, 55 (88.70%)
moderately differentiated and 2 (3.23%) poorly differentiated, with none
undifferentiated case. The poorly differentiated adenocarcinomas had both 50-
75% immunostained cells with intensity “++". Of the 5 well differentiated cases,
1 was Ki-67 negative and the remaining 4 were positive with different amounts
and intensities. The moderately differentiated adenocarcinomas were Ki-67
negative in 61.82% of cases. There was coincidence in 38.09% of moderately
differentiated adenocarcinomas between intensity “+++” and the existence of an

amount of 50-75% immunostained cells.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 4
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Conclusions:
It was impossible to establish the relation between histologic
differentiation and tumour proliferation determined by immunostaining

techniques with Ki-67.

Key-words:

Ki-67; Colon adenocarcinoma; MIB-1; Tumour differentiation; Tumour

proliferation; Histologic grade; Immunohistochemistry.
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Introducao

Segundo o ultimo estudo estatistico mundial de cancro, realizado em
2002, existiram nesse ano cerca de 1 milhdo de novos casos de cancro colo-
rectal e 529 mil mortes a ele atribuidas, constituindo o segundo cancro mais
prevalente no mundo. Esta neoplasia constitui o quarto cancro com maior

incidéncia no homem e o terceiro na mulher. @

Em Portugal, o cancro colo-rectal é responsavel por 31,2% das mortes.
Na Cova da Beira responde por 34,8% das mortes, sendo a faixa etaria que
regista maior mortalidade a dos 75 anos ou mais. @ Entre 2001 e 2003 foram

excisados 62 adenocarcinomas no Centro Hospitalar Cova da Beira (CHCB).

A carcinogénese colo-rectal pode resultar de duas vias patogenéticas
distintas: a via adenoma/carcinoma (80% dos carcinomas esporadicos) por
mutacdes em oncogenes e genes supressores tumorais, e a via associada a
instabilidade microssatélite (10 a 15% dos carcinomas esporadicos) por lesdes

nos genes de reparacdo do DNA. &9

A predisposicdo genética e a exposicdo ambiental sdo factores

determinantes do risco de carcinoma colo-rectal.

A proteina Ki-67 (pKi-67) foi descrita pela primeira vez em 1983 por
Gerdes e a sua equipa, na cidade alema Kiel. ® E sintetizada por um gene de
30000 pares de bases no braco longo do cromossoma 10. © pode apresentar
duas isoformas de 395 e 345 kDa que resultam de splicing alternativo do

MRNA. O exdo 13 codifica grande parte da pKi-67, contendo os epitopes

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 6



Dissertacdo de Mestrado | Estudo imunohistoquimico do Ki-67 em adenocarcinomas do célon

reconhecidos pelo anticorpo Ki-67 e o MIB-1. (" A sua expresséo é regulada

por proteossomas, sendo o tempo de semi-vida de cerca de 60 a 90 minutos. ®

A pKi-67 é encontrada em todas as fases do ciclo celular com excepcao
de GO (caracteristica que permite o seu uso enquanto marcador de proliferacdo
celular). Durante G1, S e G2, a pKi-67 encontra-se dentro do nucléolo, estando
associada ao componente fibrilar denso (uma das 3 regides nucleolares
identificadas por microscopia electronica). Durante a mitose a pKi-67 desloca-

se para a camada pericromossomal. ©

A funcédo da pKi-67 mantém-se ainda desconhecida, pois ndo manifesta
homologia com outras proteinas celulares, apesar de se reconhecer que é vital
para a proliferacdo celular. Especula-se que, dada a sua localizacdo nucleolar,

podera ter um papel na producéo de ribossomas. ©

Para a identificagdo do pKi67 era inicialmente usado o anticorpo original
Ki-67, que tinha como desvantagem a utilizacao exclusiva em tecido fresco ou
congelado. Actualmente, o anticorpo mais utilizado para uso imunohistoquimico
€ 0 MIB-1 (Molecular Immunology Burstel). A caracteristica que tornou o seu
uso téo difundido foi a capacidade de poder ser usado em tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina, permitindo a realizacdo de grandes estudos

retrospectivos com recurso a arquivos histoldgicos. & 10

O MIB-1 marca positivamente tecidos normais, nomeadamente células
mucosas do colo, células do fundo das criptas e células centrais germinais das
placas de Payer, no intestino delgado e colon. Ndo marca células epiteliais,
células de Paneth, células do tecido conjuntivo da submucosa, nem restantes

células mucosas.®?

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 7
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Os estudos realizados até a data permitiram verificar que o Ki-67
constitui um bom marcador de progndstico no cancro da mama, sarcoma dos
tecidos moles, tumor do pulméo, entre outros. Relativamente ao cancro
colorrectal, poucos estudos mostram a existéncia de correlacdo entre a
expressdo de pKi-67 e o curso clinico da doenca. A heterogeneidade da
expressao do Ki-67 e a existéncia de mecanismos ainda por explicar poderao

justificar os resultados dos varios estudos, por vezes contraditdrios. ©

A descricdo da diferenciacdo tumoral e da sua correlagdo com a
imunoexpressdo de Ki-67 em adenocarcinomas do célon, é o objectivo deste
estudo, constituindo uma contribuicdo para o esclarecimento da dinamica e da

utilidade deste marcador de proliferacdo tumoral neste tipo de tumores.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 8
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Materiais e Métodos

Para este estudo foram utilizadas 62 pecas cirargicas de
adenocarcinomas do colon, correspondentes ao mesmo numero de doentes do

Centro Hospitalar da Cova da Beira (CHCB), recolhidas entre 2001 e 2003.

As pecas excisadas foram fixadas em formaldeido a 10%, tendo-se
posteriormente colhido amostras de 3 a 4 mm de espessura das seguintes
zonas: lesdo tumoral, margem cirurgica, zona de transi¢cdo entre tecido normal
e tumoral e mucosa normal. As amostras de tecido foram colocadas em
cassetes, tendo sido etiquetadas com o n.° de registo de analise e n.°
sequencial referente a zona da colheita. Estes procedimentos decorreram

segundo uma rotina estandardizada.

De seguida procedeu-se ao processamento das amostras para
impregnagcao em parafina num processador de tecidos durante 16h, segundo
protocolo estandardizado. Posteriormente os tecidos foram incluidos em blocos
de parafina, e de seguida arrefecidos em placa fria (aproximadamente a 20°C)

e sujeitos a cortes de micré6tomo com 2 um de espessura.

Estes cortes foram colocados em lamina de vidro. As laminas que iriam
ser sujeitas a coloracao histologica de rotina permaneceram 1h na estufa a
60°C. As laminas que iriam ser sujeitas a processamento imunohistoquimico

com o antigénio Ki-67 permaneceram na estufa a 60°C overnight.

A coloracao histolégica de rotina com hematoxilina-eosina, foi realizada,

segundo protocolo estandardizado do CHCB.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 9
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As laminas destinadas a processamento imunohistoquimico sofreram
primeiramente desparafinagdo e hidratacdo (Varistain XY, Shandon) e de
seguida, recuperacao antigénica em panela de pressédo durante 6 minutos com

solucéo de tampéo citrato a 0,1M e pH=6,0.

O tratamento imunohistoquimico para o antigénio Ki-67 foi realizado no
Autostainer da TechMateM™ Horizon (versdo 3.0, Figura 1). Utilizou-se como
anticorpo primario o clone MIB-1 (Dako Denmark, M7240) em diluicdo de 1:300
e, como anticorpo secundario biotinilado, uma imunoglobulina de cabra anti-
rato e anti-coelho. Para diluicdo dos anticorpos foi utilizada solucao diluente
(Dako Denmark, S2022). A seguir a incubacdo foi realizado blogueio da
peroxidase endégena com a solucdo Dako Real™ Peroxidase-Blocking
Solution (Dako Denmark, S2023), seguindo-se a incubacdo em estreptavidina
peroxidase. Por fim, para a demonstracdo da actividade da peroxidase utilizou-
se uma solucdo de diaminobenzidina como cromogénio. O anticorpo
secundario, a estreptavidina peroxidase e a diaminobenzidina com cromogénio
utilizados fazem parte do kit Dako Real™ Detection System, Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse (Dako Denmark, K5001). A coloracdo nuclear foi feita com
Hematoxilina de Mayer (Merck Denmark, MERC1 1.09249.0500). Para solucao
de lavagem foi utilizado o Buffer Kit da Dako (Dako Denmark, K5006) e esta
decorreu entre todas as etapas do processamento imunohistoquimico. Como
controlo positivo foi usado tecido amigdalino humano. Este processamento

decorreu segundo o protocolo do CHCB (Anexo 1).

De seguida, foi efectuada a montagem das laminas em meio sintético.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 10
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As laminas foram observadas ao microscopio Optico (Olympus BX41),
tendo sido fotografadas com camara fotografica (Olympus C-5050). A
observagdo das laminas foi feita por um Anatomopatologista que, a uma
ampliagdo de 400x, fez 50 observagdes para cada lamina. A classificacado da
diferenciacdo foi feita em quatro grupos segundo a extensdao do padréo
glandular. Os adenocarcinomas bem diferenciados apresentam mais de 95%
de padrdo glandular, os moderadamente diferenciados apresentam 50 a 95%,
0s pouco diferenciados apresentam 5 a 50%, e por fim, os indiferenciados
apresentam menos de 5% de padrdo glandular. Os primeiros dois grupos (bem
e moderadamente diferenciados) sdo também designados adenocarcinomas de
baixo grau, e os restantes dois (pouco diferenciados e indiferenciados)
designados de elevado grau. Estes critérios de classificacdo sdo os indicados

pela OMS. @

ApoOs a realizacdo da técnica imunohistoquimica, o tecido tumoral
positivo para o Ki-67 passa a apresentar os ndcleos celulares marcados de
castanho (cromogéneo), sendo a classificacdo feita segundo a intensidade e a
qguantidade de células coradas por campo. Relativamente a intensidade, a

classificagao foi feita em (coloracao nula), “+”, “++” e “+++” (intensidade
crescente). Quanto a quantidade de células coradas por campo, a classificacédo

foi feita em 0%, 0 a 25%, 25 a 50%, 50 a 75% e 75 a 100%.

Os dados recolhidos foram tratados estatisticamente utilizando os
programas informéticos Microsoft Office Excel 2007 ® e SPSS 17.0 ®, tendo

sido realizada uma analise estatistica descritiva.

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 11
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Figura 2 — Autostainer da TechMate"' Horizon (vers&o 3.0) onde foi realizado o
tratamento imunohistoquimico

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 12
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Resultados

Foram estudadas 62 pecas cirargicas de adenocarcinomas do colon.
Estes casos foram classificados quanto a diferenciacdo, da seguinte forma: 55
(88,70%) moderadamente diferenciados (Figura 2), 5 (8,06%) bem

diferenciados (Figura 3) e 2 (3,23%) pouco diferenciados (Figura 4).

Figura 2 — Adenocarcinoma do célon moderadamente diferenciado (100x)

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 13



Dissertacdo de Mestrado | Estudo imunohistoquimico do Ki-67 em adenocarcinomas do célon

Figura 3- Adenocarcinoma bem diferenciado (400x)

4 Yy (&
Figura 4- Adenocarcinoma do c6élon moderadamente diferenciado com areas pouco
diferenciadas (100x)

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 14
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bY

Relativamente a intensidade com que o0s nucleos sdo marcados,
verificou-se que 36 (58,10%) ndo apresentaram marcacao (“-“) (Figura 5), 8
(12,90%) apresentaram intensidade “+” (Figura 6), 9 (14,52%) intensidade “++”
(Figura 7), e o mesmo numero foi corado com intensidade “+++” (Figura 8), ou

seja, 9 casos (14,52%) (Tabela 1).

Figura 5- Adenocarcinoma do c6lon com marcagado negativa para o Ki-67 (400x)

Catarina Agostinho | Mestrado Integrado em Medicina | Universidade da Beira Interior 15
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Figura 6- Adenocarcinoma do c6lon com intensidade “+” de marcacdo com o Ki-67
(400x%)

Figura 7- Adenocarcinoma do célon com intensidade “++” de marcacdo com o Ki-67
(400x)
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Figura 8- Adenocarcinoma do célon com intensidade “+++” de marcacédo com o Ki-67
(400x)

Quanto a quantidade de células marcadas, observaram-se em 36 casos
(58,06%) 0% das células marcadas (Figura 5), em 5 casos (8,06%) entre 0 a
25% (Figura 9), em 7 casos (11,29%) 25 a 50 % (Figura 10) e em 14 casos
(22,58%) 50 a 75%. Nao houve nenhum caso com 75 a 100% das células

marcadas. (Tabela 1)
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Figura 9- Adenocarcinoma do célon com menos de 25% das células imunomarcadas
com Ki-67 (400x)

Figura 10 - Adenocarcinoma do célon com 50% das células imunomarcadas com Ki-67
(400x)
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Classificacao - + ++ +++  Total
0% 36 0 0 0 36

0-25% 0 5 0 0 5
25-50% 0 2 4 1 7
50-75% 0 1 4 9 14
75-100% 0 0 0 0 0
Total 36 8 8 10 62

Tabela 1- Frequéncias absolutas dos dados relativos a intensidade e a quantidade de

células marcadas com Ki-67

Analisando a correspondéncia entre a diferenciacdo e a expressao,
verificou-se que os dois casos pouco diferenciados apresentavam 50 a 75%

das células marcadas com intensidade “++”.

Dos 5 casos bem diferenciados, 2 ndo apresentavam células marcadas
(0%, "-"), 1 caso apresentava 0 a 25% das células marcadas com intensidade
"+", 1 caso apresentava 25 a 50% das células marcadas com intensidade "++",
e por fim, o Ultimo caso apresenta 75% das células marcadas com intensidade

maxima ("+++").

Tendo em conta apenas os moderadamente diferenciados (n=55), néo
se observou marcacao para o Ki-67 em 34 (63,64%) dos casos. Nos restantes,
a intensidade “+++” de marcacao foi a mais observada, em 9 casos (16,34%),
seguindo-se a intensidade “+” em 7 casos (12,73%) e por fim a intensidade
“++” em 5 casos (9,09%) (Grafico 1). No que toca a quantidade de células
marcadas com o Ki-67, 11 casos (20,00%) apresentaram 50 a 75% das células
marcadas, 6 (10,91%) apresentaram 25 a 50% e 4 (7,27%) apresentaram O a

25% (Gréafico 2).
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Tumores Moderadamente Diferenciados
Intensidade de marcagao com o Ki-67

34 (61,82%)

9 (16,34%)
7 (12,73%)

5(9,09%) .
- + ++ +++

Gréfico 1 - Intensidade com que sdo marcadas as células dos tumores moderadamente
diferenciados

Tumores Moderadamente Diferenciados
Quantidade de Células marcadas com Ki-67
34 (61,82%)
11 (20,00%)
6 (10,91%)
4(7,27%)
m B 0
0% 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%

Gréafico 2- Nimero de células marcadas com Ki-67
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Discussao

Desde a sua descoberta que o Ki-67, dado a sua presenca exclusiva na
fase activa do ciclo celular, tem sido utilizado em investigacbes que estudam a
relacdo entre a diferenciagdo tumoral, estadio tumoral, tamanho do tumor,
prognostico, sexo e idade do doente, e a proliferacdo celular determinada pelo
indice de imunomarcacgéo com o Ki-67. A determinacdo da proliferacdo tumoral
pode ser feita por marcadores celulares enddégenos de proliferacdo, como o
antigénio nuclear de proliferacéo celular (PCNA) e o Ki-67, pela medicdo do
tempo de duplicacdo apés incorporacdo de H-Timidina ou Bromodeoxiuridina,
pelo indice mitético (contagem das figuras mitéticas), pelo uso da citometria de
fluxo para determinacdo das células em fase S e por técnicas de inibicdo da
mitose. > 13 Este Gltimo método avalia a taxa de acumulacédo de células apés
paragem em metafase, por substancias como a colchicina, sendo o processo
bastante trabalhoso e pouco pratico. Das técnicas referidas, sé as técnicas de
inibicdo da mitose permitem obter a taxa de proliferacdo celular. O Ki-67 apesar
de n&o permitir determinar a taxa de proliferacdo celular, constitui um marcador
de proliferacdo celular, indicando a frac¢céo de crescimento, ou seja, o potencial
de divisdo celular que um determinado grupo de células tem num determinado

momento.®*

A utilizacdo do Ki-67 nos adenocarcinomas do célon tem sido objecto de

muitas expectativas pouco correspondidas.

Neste estudo, ao avaliar a relacéo entre a diferenciacdo e a marcacao

com Ki-67, verificou-se que os casos pouco diferenciados (n=2) apresentaram
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marcacao de 50 a 75% das células com intensidade “++”. Por outro lado, os
casos moderadamente diferenciados (n=55) apresentaram-se em 61,82% Ki-67
negativos. Quando marcados, o0s adenocarcinomas moderadamente
diferenciados, apresentaram-se em 20,00% dos casos com 50 a 75% das
células Ki-67 positivas e em 16,34% com intensidade “+++”. Estes resultados
poderdo sugerir uma relacao entre a diferenciacdo e a imunomarcagao com Ki-
67 e, consequentemente com a proliferagcdo tumoral. Os tumores pouco
diferenciados parecem apresentar positividade para o Ki-67, logo uma elevada
proliferagdo tumoral, ao passo que os moderadamente diferenciados parecem
apresentar-se Ki-67 negativos na maior parte dos casos, e assim sendo com

baixa proliferacdo tumoral.

Esta relacéao entre a diferenciacdo do tumor e a expressao do Ki-67 nao
€ consensual na literatura disponivel. Porschen, num estudo de 1989, verificou
gue os carcinomas bem diferenciados e moderadamente diferenciados nao
apresentam diferencas na sua actividade proliferativa medida usando o indice
de Ki-67 (razdo entre o numero de células com ndcleos celulares Ki-67
positivos € o nimero total de células tumorais num determinado campo).®®
Kubota, em 1992, diz nédo ter detectado diferencas para o indice de Ki-67 entre
os varios graus histolégicos.*® Ribeiro, em 2000, obtém uma relagdo nio
estatisticamente significativa entre o grau de diferenciacdo histolégica e a
expressdo do Ki-67. @ Duchrow, em 2003, verificou existir correlagdo
estatisticamente significativa entre o indice de marcacdo com MIB-1 e o grau
de diferenciacdo tumoral, verificando que nos carcinomas de grau 3 (pouco
diferenciados) o indice de marcacao seria menor que nos carcinomas de grau 2

(bem diferenciados). Ja Uzma Nabi, num estudo relativamente recente (2008)
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vem dizer que o indice de marcag¢do com Ki67 em carcinomas colo-rectais esta
relacionado com o grau de diferenciacdo, tipo histolégico e estadio tumoral.
Além disso, vem dizer que os carcinomas que apresentaram um maior indice
de marcacao foram os bem e moderadamente diferenciados, por comparacao

18 A excepcdo destes Ultimos estudos, ndo é

aos pouco diferenciados.
possivel verificar a existéncia de uma relacdo entre a diferenciacdo histolégica

e a expressao do antigénio Ki-67.

Relativamente aos casos moderadamente diferenciados € possivel ainda
referir que, dos 21 casos positivamente marcados com Ki-67, 42,86% foram
marcados com intensidade “+++” e 52,38% apresentaram 50 a 75% das células
positivas para o Ki-67. A concordancia entre a intensidade “+++” e a existéncia
de 50-75% das células marcadas ocorreu em 38,09% dos casos
moderadamente diferenciados positivos para o Ki-67. Assim é possivel concluir
que, apesar dos casos moderadamente diferenciados se apresentarem
maioritariamente negativos para o Ki-67, quando apresentam positividade esta

ocorre com elevada intensidade e quantidade de células marcadas.

Os casos bem diferenciados (n=5) apresentaram marcacdo em 3 casos,
apresentando estes diferentes intensidades e quantidades de células
imunomarcadas. Os restantes 2 casos sdo negativos para o Ki-67. Estes

resultados ndo permitem inferir qualquer tipo de concluséo.

A incongruéncia entre a marcacdo com o Ki-67 e a diferenciacdo nos
casos bem diferenciados, assim como nos moderadamente diferenciados,
podem ser explicados pela heterogeneidade de imunomarcacdo com Ki-67,

decorrente da heterogeneidade de proliferacéo celular que os carcinomas colo-
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rectais apresentam. J& em 1985, Quirke estudava, recorrendo a técnicas de
citometria de fluxo, a potencial diferenga histologica entre as camadas mais
profundas e as mais superficiais dos tumores colo-rectais, mas sem resultados

demonstrativos de diferenca significativa. 9

Em 1998, Palmqvist veio
evidenciar a necessidade de avaliar areas tumorais bem definidas
relativamente a diferenciacdo tumoral, em tumores polarizados, como 0s
carcinomas colo-rectais. Utilizando o anticorpo monoclonal Ki-67, verificou que
o0 indice de marcacao era maior na margem luminal do que na margem invasiva
do tumor, independentemente da sua localizacdo no célon. Verificou também
que a proliferagdo na margem invasiva nao estava correlacionada com a
profundidade de invasdo na parede tumoral. ®® A explicagédo para uma maior
taxa de proliferacdo tumoral pode ser atribuida ao conteddo Iuminal,
nomeadamente aos &cidos biliares quenodesoxicolico e litocdlico, a outros
derivados de esteroides, a conteudo bacteriano, a enemas e a laxantes de
preparacéo célica para cirurgias. ?* % Relativamente ao facto da proliferagéo
celular se ter mostrado mais acentuada na margem tumoral invasiva, sabe-se
actualmente que esta margem € geralmente pouco diferenciada em todos os
adenocarcinomas, ndo sendo, por isso, tida em conta aquando da classificacéo
histolégica do adenocarcinomas do célon. ¥ A relacdo entre a pouca

diferenciacao histologica e a proliferacéo celular avaliada pela expresséo do Ki-

67 € aqui sugerida, apesar de poucas vezes demonstrada.

Outra causa de heterogeneidade e de incongruéncia de resultados a ter
em conta, € a existéncia de células ndo tumorais que poderdo estar incluidas
no estroma tumoral, nomeadamente células do sistema imune, como linfocitos,

gue sao marcados positivamente com o Ki-67.
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Limitacdes:

Tal como referido, a utilizacdo de marcadores de proliferacdo celular,
como a expressdo da proteina Ki-67, avaliada por métodos
imunohistoquimicos, implica algumas limitagdes. O uso do Ki-67 é limitado na
avaliacao da taxa de proliferacéo, pois ao fornecer informacéo sobre a fraccéo
de crescimento tumoral descreve apenas o numero de células em ciclo celular
activo, ndo tendo em conta o tempo necessério para que o ciclo celular se
complete, logo fornecendo apenas a informagdo acerca de um estado de
proliferacdo e ndo sobre a taxa de proliferacdo.®® Outro problema que se
coloca é a existéncia de variagcbes na quantidade Ki-67 expressa no nucleo
durante o ciclo celular. Verificou-se que na Anafase e Telofase a quantidade de
Ki-67 decresce, e que durante a passagem de G1 para S os valores se
encontram muito pouco elevados. ®® A determinacéo imunohistoquimica de Ki-
67 pode classificar erroneamente estas células como ndo estando no ciclo
celular activo. Além disso, células que ficaram retidas entre G1 e S, e G2 e M
poderdo apresentar niveis estaveis e detectaveis de Ki-67. Duchrow num
estudo de 2001 referiu ter demonstrado que o0 excesso de expressdo dos
elementos repetitivos da proteina Ki-67 derivados do exdo 13 causa retencao
das células. ® Tendo em conta estes dados, é colocada a hipétese por
Duchrow (2003) de que doentes com adenocarcinomas do colon poderao
apresentar um numero significativo de células retidas em determinada fase
celular que exprimem a proteina Ki-67. A quantidade de Ki-67 estavel nestas
células dever-se-ia, ndo a nova sintetizacdo, mas a inibicdo da degradacao e a
modificacdes pos-translaccionais. A quantidade de mRNA do Ki-67

apresentada por estas ceélulas seria muito baixa. Assim, adenocarcinomas com
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indices de Ki-67 elevados mas quantidades baixas de mRNA, determinado por
hibridagédo in-situ, teriam hipoteticamente melhor progndstico pois as suas
células teriam a capacidade de ficar retidas, por essa razdo apresentariam
menor capacidade degenerativa e, talvez, maior capacidade de resposta a
terapias adjuvantes e ao préprio sistema imune do doente.*? Surge entdo a
necessidade de complementar a determinacdo da expressao do Ki-67 com
outras medidas, nomeadamente com a determinacdo do seu mRNA, de modo
a diminuir as deficiéncias que o0 uso deste marcador apresenta na

determinacao da proliferacdo tumoral.

Implicagbes:

A relacdo entre a proliferacdo tumoral averiguada pelo Ki-67 e o
resultado obtido com outros possiveis indicadores de progndstico, como a
expressdo de p53, a classificacdo TMN, a idade e sexo dos doentes, entre
outros, ndo estdo integradas no ambito deste trabalho, mas sdo de extrema

relevancia.

Num estudo de Moreno e colaboradores (2009) realizado em
adenocarcinomas do célon moderadamente diferenciados de classificacdo T3
NO MO, verificou-se que estes eram Ki-67 positivos na sua maioria (74%), e que
nestes existiria uma marcada hiperexpressao de p53. Estes resultados vém
destacar a importancia de estabelecer relagdes entre a expresséo de Ki-67 e a
diferenciacdo, assim como de outros possiveis indicadores de prognéstico,
como a mutacao de p53, que constitui uma mutacao relevante no processo de

carcinogénese dos adenocarcinomas do célon. ¢®
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Assim o interesse deste estudo e de outros semelhantes, prende-se
sobretudo com a importancia de encontrar um conjunto de indicadores
prognoésticos que prevejam, o mais fielmente possivel, a evolucdo clinica,
permitindo a criacdo de uma ferramenta que auxilie os clinicos na escolha da

opcao terapéutica mais adequada a determinado doente.

Concluséo:
Conclui-se que o Ki-67 € um marcador de proliferacdo celular, pois
encontra-se presente no nacleo da célula nas fases activas da célula, estando

ausente na fase GO.

A determinacdo da correlacdo entre a expressdo do Ki-67 com a
diferenciacéo histolégica nos adenocarcinomas do colon tem-se mostrado, na
maior parte dos estudos, ndo estatisticamente significativa, levando a pensar

que tal relacdo ndo é possivel ser estabelecida.

Este estudo contribui para reforcar os resultados obtidos por outros
estudos, visto que a hipotese de correlacdo entre a diferenciagdo tumoral e a

proliferacéo celular, determinada pelo Ki-67, ndo leva resultados conclusivos.

A integracdo da expressdo do Ki-67 com outros indicadores de
progndstico € de extrema importancia na criacdo de uma ferramenta que auxilie
os clinicos na escolha da opc¢éo terapéutica mais adequada a determinado

doente.
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Anexos

Em anexo apresento o protocolo de processamento imunohistoquimico
para o Ki-67, utilizado no CHCB, e o estudo publicado pelo Professor Doutor
Javier Mufioz Moreno e seus colaboradores, publicado no “X Congreso
Hispanoamericano de Anatomia Patoldgica” e referido neste trabalho. Tendo
sido uma das colaboradoras envolvidas neste trabalho e tendo participado

neste congresso, em anexo apresento também o certificado de participacao.

Anexo 1
Protocolo usado no Autostainer da TechMateMT Horizon (versdo 3.0) para o

tratamento de tecidos com Ki-67 (MIB-1) N0 CHCB.........cccovviiiiiiiiiiiiiiiis 33

Anexo 2

Estudio de correlacién de p-53 y Ki-67 en 32 casos de tumores colorectales:

ANALISIS € TESUIATOS. .. e e 36

Anexo 3
Certificado de participagcdo no “X Congreso Virtual Hispanoamericano de

Anatomia PatolOgiCa’............uuuuiiiiiiiiiiiii e 41
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Anexo 1

Protocolo do Autostainer da TechMate™" Horizon (vers&o 3.0) para o

tratamento de tecidos com Ki-67 (MIB-1)

Tempo em minutos (‘) e

Etapas Procedimento realizado segundos ()
1 BUF1 10”7
> PAD1 29"
3 BUF1 10”7
Z PAD1 29"
5 BUF1 10”7
6 PAD1 29
7 BUF1 107
8 PAD1 45"
9 AB1 25
10 PAD1 29
11 BUFF1 107
R PAD1 29”
3 BUF1 107
1 PAD1 29"
15 BUF1 107
16 PAD1 29"
17 BUF1 107
18 PAD1 29"
19 BUF1 10”7
20 PAD2 45"
21 AB2 25
22 PAD2 29"
23 BUF1 10”7
22 PAD2 29"
5 BUF2 107
26 PAD2 29
27 HPBK 230
28 PAD2 29"
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29 HPBK 2'30”
30 PAD2 29”
31 HPBK 2'30”
32 PAD2 29”
33 BUF2 10”
34 PAD2 29”
35 BUF2 10”
36 PAD2 29”
37 BUF2 10”
38 PAD2 45"
39 HRP 25
40 PAD3 29”
41 BUF2 10”
42 PAD3 29”
43 BUF2 10”
44 PAD3 29”
45 BUF3 10”
46 PAD3 29”
47 BUF3 10”
48 PAD3 29”
49 BUF3 10”
50 PAD3 45”
51 CHRO - DAB 5
52 PAD3 29”
53 BUF3 10”
54 PAD3 45”
55 CHRO - DAB 5
56 PAD3 29”
57 BUF3 10”
58 PAD3 45”
59 CHRO - DAB 5
60 PAD3 29”
61 BUF3 10”
62 PAD4 29”
63 BUF3 10”
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64 PAD4 29”
65 HEMA 1

66 PAD4 29"
67 BUF3 10”
68 PAD4 29"
69 BUF3 1

70 PAD4 29"
71 BUF2 1

72 PAD4 29"
73 BUF2 10”
74 PAD4 29"
75 H20 10”
76 PAD4 29"
77 H20 10”
78 PAD4 29”
79 H20 10”

Legenda:

BUF — Solucao de lavagem

PAD — Esponjas;

AB1 — Anticorpo primario;

AB2 — Anticorpo secundario;

HPBK — Bloqueio da peroxidase enddgena;

HRP — Estreptavidina peroxidase;

CHRO-DAB —Diaminobenzidina + Cromogéneo

HEMA — Hematoxilina de Mayer
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Anexo 2

Del 1 al 30 de Noviembre de 200

ISBN: 978-84-692- 76778

%Jw f COMUNICACIONES
’ Qi\, 'No 1528,

Estudio de correlacion de p-53 y Ki-67 en
32 casos de tumores colorectales: Analisis
de resultados.

Javier Muioz Moreno!!!, Catarina Agostinho!?!, Teresa Merino'®*!, Maria Conceicao
Farial®!

(1) Faculdade de Ciencias da Saude e Centro Hospitalar “"Cova da Beira”. Covilha.
PORTUGAL PORTUGAL
(2) Faculdade de Ciencias da  Saude. Covilhd.  PORTUGAL  PORTUGAL
(3) Centro Hospitalar “"Cova da Beira”. Covilha. PORTUGAL PORTUGAL

Introduccion: Fueron seleccionados 32 casos de tumores colorectales de un total de 64
teniendo en cuenta el grado de diferenciacion y la infiltracion tumoral.
Dado que un porcentaje elevado de los 64 casos eran tumores moderadamente
diferenciados, fueron seleccionados los 32 casos con este grado de diferenciacién
tumoral.

Teniendo en cuenta igualmente la infiltracién en la pared fueron seleccionados los 32
casos en estadio T3 NO.
Todos los casos fueron diagnosticados en el Centro Hospitalar “Cova da Beira” en los afios
2001 a 2003.

Material y métodos: Estudio de material obtenido en parafina y aplicaciéon de las
técnicas de inmunohistoquimica correspondientes de los marcadores p-53 (Clon Do-7 de
Dako) y ki-67 (Clon MIB-1 de Dako) en los 32 casos. Fueron analizados en todos los
casos 50 campos de gran ampliacion (x400)

Resultados: Se aprecid una sobreexpresion de p53 en un 80% de los casos para la
proteina p-53 y en un 74% de los casos para el marcador Ki-67.
En el 100% de los casos de inmunopositividad marcada para el marcador Ki 67 se aprecié
igualmente una marcada sobreexpresién para la proteina p-53.

Conclusion: Existe una marcada correlacidon en la expresion de los marcadores p-53 vy ki-
67 en los tumores colorectales.
El estudio fue estadisticamente significativo (Chi-cuadrado) con p<0,05 y OR<1.
Para dicho estudio fueron analizados estadisticamente los 32 casos mediante el programa
SPSS (Version 14.0).
No hemos encontrado estudios de correlacion de estos dos marcadores en tumores
colorectales en la literatura mundial.

Bibliografia:
1. Ti: P53 and EGFR expression in colorectal cancer: a reappraisal of “old" tissue markers
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in patients with long follow-up. Au: Lin MX, Wen ZF, Feng ZY, He D. So: Anticancer Res.
2009 Feb;29(2):785-91.
2. Ti: Expression and significance of bmi-1 and ki67 in colorectal carcinoma tissues. Au:
Lin MX, Wen ZF, Feng ZY, He D. So: Ai Zheng. 2008 Dec;27(12):1321-6.

Introduccioén

Hemos efectuado un estudio de correlacion de dos marcadores de proliferacién nuclear
(p-53 y Ki-67) en tumores colorectales.
Todos los casos fueron diagnosticados en el Centro Hospitalar "Cova da Beira” durante los
afos 2001 a 2003.
De un total de 64 casos fueron seleccionados la mitad de ellos (32) y para ello se tuvo en
cuenta el grado de diferenciacion y la infiltracién tumoral.
Dado que un porcentaje elevado de los 64 casos eran tumores moderadamente
diferenciados, fueron seleccionados los 32 casos con este grado de diferenciacidon
tumoral.

Teniendo en cuenta igualmente la infiltracion en la pared fueron seleccionados los 32

casos en estadio T3 NO.
Ninguno de estos casos presentaba metastasis a distancia que tengamos documentado
hasta el momento.

No hemos encontrado en la literatura mundial este tipo de estudios de correlacion.

Material y Métodos

Estudio de material obtenido en bloques de parafina archivados de estos casos y
aplicacion posterior de las técnicas de inmunohistoquimica correspondiente de los
marcadores p-53 (Clon Do-7 de Dako) y ki-67 (Clon MIB-1 de Dako) en los 32 casos.
Fueron analizados en todos los casos 50 campos de gran ampliacion (x400)

Resultados

En este estudio observamos una sobreexpresion de p53 en un 80% de los casos para la
proteina p-53.
En el caso del marcador Ki-67 fue en un 74% de los casos.
Llamé la atencién que en todos los casos de inmunopositividad marcada para el marcador
Ki 67 se aprecio igualmente una marcada sobreexpresion para la proteina p-53.

Conclusiones

Existe una marcada correlacién en la expresidon de los marcadores p-53 y ki-67 en los
tumores colorectales.
Para ello introducimos estos parametros (p-53 y Ki-67) en una base de datos donde las
variables incluian positividad versus negatividad y también tuvimos en cuenta la
intensidad de coloracién (+, ++, +++).
El estudio fue estadisticamente significativo (Chi-cuadrado) con p<0,05 y OR<1.
Para este estudio estadistico fueron analizados los 32 casos usando el programa SPSS
(Version 14.0).
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lconografia

Adenocarcmoma de colon. HEx100 - Una |magen de HE de los 32 casos estudlados donde

observamos alguna areas con pequefios macizos y reaccion desmoplasica abundant

p-53. - Observamos la expre5|0n del marcador p-53 con una |ntenS|dad de +++ en mas del
75% de los nlcleos de las células. La imagen corresponde al caso de la imagen anterior
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Ki- 67 Observamos Ia expresmn deI marcador p-53 con una intensidad de +++ en maés del
75% de los nucleos de las células. La imagen corresponde al caso de la imagen anterior
tomada en otro campo diferente

- Observamos la sobreexpresion de Ki-67 con una |ntenS|dad de +++ en mas del 75% de los
nacleos de las células.
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- d 5 B
Ki-67 - Observamos la expresion del marcador p-53 con una intensidad de +++ en mas del
75% de los nicleos de las células. Realzar que la sobreexpresion se observa
exclusivamente en los nucleos de las células.

Agradecimientos

A mi siempre fiel y colaboradora Teresa.

Bibliografia

1. Ti: P53 and EGFR expression in colorectal cancer: a reappraisal of “old" tissue markers
in patients with long follow-up. Au: Lin MX, Wen ZF, Feng ZY, He D. So: Anticancer Res.
2009 Feb;29(2):785-91.

2. Ti: Expression and significance of bmi-1 and ki67 in colorectal carcinoma tissues. Au:
Lin MX, Wen ZF, Feng ZY, He D. So: Ai Zheng. 2008 Dec;27(12):1321-6.
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Anexo 3

X Congreso Virtual Hispano-Americano de
Anatomia Patologica
N
1 de noviembre de 2009 a 1 de febrero de 2010 ONG
http://www.conganat.org/10congreso/ N zooAgNAT
ISBN: 978-84-692-76778

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

Certificado de Acreditacion
de Formacion Médica Continuada

CATARINA SOFIA FREIRE AGOSTINHO ha asistido y participado activamente en el
100 Congreso Virtual Hispanoamericano de Anatomia Patoldgica, celebrado del 1 de
noviembre de 2009 al 1 de febrero de 2010.

Actividad acreditada en hase a la encomienda de gestion concedida por .
‘ los Ministerios de Sanidad y Palitica Social y Ministerio de Educacién al Chasin o Fimadin Gl fe
Consejo General de Colegios Oficiales de Médicos (Resolucion de 22 de

marzo de 2002, BOE Num. 81 de 4 de abril de 2002) con 11,2 c ;_U[l

CREDITOS, equivalentes a 60 horas lectivas.

Créditos reconocidos por la European Accreditation
Council for Continuing Medical Education (EACCME) de la
European Union of Medical Specialists (UEMS)

Santander (Espana), 1 de febrero de 2010.

Prof. Fidel Fernandez Fernandez Prof. Luis Buelta Carrillo

Coordinadores Generales X CONGANAT
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