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Resumo

0 cancro colorretal é o terceiro com maior incidéncia em Portugal e a sétima causa de dbito
nos paises desenvolvidos, sendo responsavel por 3,3% de todas as mortes. Em 98,6% dos casos
manifesta-se na forma de adenocarcinoma. Este trabalho enfoca o estudo da relacao de duas
proteinas que influenciam o ciclo e multiplicacdo celular (Bcl-2 e KI-67), com algumas
carateristicas anatomo-patologicas do adenocarcinoma colorretal cuja influéncia no
prognostico € conhecida (localizacéo e tipo histologico). A proteina Bcl-2 é capaz de impedir
a apoptose, permitindo a sobrevivéncia de células malignas e a progressao do crescimento
tumoral. A KI-67 desempenha um papel na divisao celular, tendo sido usada como um

marcador de proliferacao. O seu mecanismo de acao ainda nao foi totalmente esclarecido.

Foram estudados 30 casos adenocarcinomas colorretais ressecados cirurgicamente no Centro
Hospitalar Cova da Beira entre 2002 e 2005. Em cada peca foram realizadas técnicas de
marcacao imunohistoquimica para as proteinas Bcl-2 e KI-67. As amostras foram classificadas
em adenocarcinoma bem, moderadamente ou pouco diferenciado, de acordo com a presenca
de padrao glandular; foi feito também um agrupamento segundo a percentagem de células
positivas para imunomarcacao (0, 25, 50, 75 ou 100%). Analisaram-se as variaveis utilizando

testes de x> e de Cramer.

Observou-se que 2 carcinomas (7%) localizavam-se no célon ascendente, 1 (3%) no transverso,
6 (20%) no descendente, 10 (33%) no sigmoide e 11 (37%) no reto. Relativamente ao tipo
histologico, 9 (30%) eram bem diferenciados, 17 (57%) moderadamente e 4 (13%) pouco.

No que toca a marcacao para Bcl-2, observaram-se 14 casos (47%) sem células positivas para
esta proteina, 6 (20%) com 25% de células marcadas, 6 (20%) com 50%, 4 (13%) com 75% e 0
com 100%. Para a KI-67 observaram-se 13 casos (43%) com 0% de células marcadas, 5 (17%)
com 25%, 4 (13%) com 50%, 6 (20%) com 75% e 2 (7%) com 100%. Nao se encontrou correlacao
entre a marcacdo para Bcl-2 e localizacdo (p=0,746) ou o tipo histologico dos tumores
(p=0,657). Os resultados para a KI-67 foram similares, tendo-se obtido p=0,466 e p=0,933,

respetivamente.

Palavras-chave

Adenocarcinoma colorretal, tipo histologico, localizacao, Bcl-2, KI-67.
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Abstract

Colorectal cancer is the third most frequent in Portugal and the seventh leading cause of
death in developed countries, accounting for 3.3% of all deaths. In 98.6% of cases manifests
itself in the form of adenocarcinoma. This work focuses on the study of the relationship of
two proteins that influence cell cycle and proliferation (Bcl-2 and KI-67), with some
anatomical and pathological features of colorectal carcinoma whose influence on prognosis is
known (location and histological type). Bcl-2 can prevent apoptosis, allowing the survival of
malignant cells and the progression of tumor growth. KI-67 plays a role in cell division and has

been used as a proliferation marker. Its mechanism of action has not been fully elucidated.

We studied 30 cases of colorectal carcinomas surgically resected in Centro Hospitalar Cova da
Beira between 2002 and 2005. In each specimen were performed staining with Hematoxylin
and Eosin and immunohistochemical labeling techniques for proteins Bcl-2 and KI-67.
The samples were classified as adenocarcinoma well, moderately and poorly differentiated
according to the existence of glandular pattern; it was also made a grouping according to the
percentage of cells positive for immunostaining (0, 25, 50, 75 or 100%). Variables were

analyzed using x* and Cramer tests.

It was observed that 2 carcinomas (7%) were located in the ascending colon, 1 (3%) in the
transverse, 6 (20%) in descending, 10 (33%) in the sigmoid and 11 (37%) in the rectum.
Regarding the histologic type, 9 (30%) were well differentiated, 17 (57%) moderately and 4
(13%) poorly. As regards the BCL-2 marking, 14 cases (47%) of cells without this protein, 6
(20%) with 25%, six (20%) with 50%, 4 (13 %) with 75% and 0 with 100% of labeled cells were
observed. For KI-67, 13 cases (43%) with 0%, 5 (17%) with 25%, 4 (13%) with 50%, 6 (20%) with
75% and 2 (7%) with 100% of cells stained were observed. No correlation was found between
the markup for Bcl-2 and location (p = 0.746) or histological type of tumor (p = 0.657). The
results for KI-67 were similar, yielding p = 0.466 and p = 0.933, respectively.

Keywords

Colorectal adenocarcinoma, histological type, location, Bcl-2, KI-67.
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1. Introducao

O cancro colorretal é o terceiro com maior incidéncia em Portugal, afetando 31,4/100000
habitantes por ano e sendo precedido somente por cancro da prostata em homens e da mama
em mulheres.' E também a sétima causa de 6bito nos paises desenvolvidos, sendo responsavel
por 3,3% de todas as mortes.>

De todos os tipos de cancro colorretal, o mais frequente é o adenocarcinoma (98,6%).°

A importancia de conhecermos as alteracdes genéticas responsaveis pela carcinogénese e
desenvolvimento das doencas neoplasicas advém da possibilidade de se vir futuramente a
desenvolver novos sistemas de estadiamento baseados em critérios moleculares, mais exatos

na previsao do prognostico de o que os critérios atuais.*

Um dos principais elementos reguladores da morte celular programada/apoptose é o gene
BCL2, localizado no cromossoma 18 e estudado inicialmente no linfoma folicular de células B.’
Este codifica, entre outras, a proteina Bcl-2 que esta presente na membrana mitocondrial,
membrana nuclear e reticulo endoplasmatico das células e é capaz de impedir a apoptose ao
inibir a libertacdo do citocromo c, a geracao de espécies reativas de oxigénio e a acidificacado
intracelular e ao estabilizar o potencial de membrana da mitocdndria.*®

Uma translocacao (14;18) resulta na desregulacdo da expressdao do gene gerando altos niveis
de proteina Bcl-2, que atua como protetor das células contra a apoptose e para o ciclo celular
na fase GO; este mecanismo permite a sobrevivéncia de células malignas e a progressao do
crescimento tumoral.’

Esta descrita a associacdo entre altos niveis de Bcl-2 e carcinoma colo-retal.®

0 gene MKI67 localiza-se no braco longo do cromossoma 10 e codifica uma proteina (KI-67) de
localizacao nuclear, que foi estudada pela primeira vez em 1983, em células de linfoma de
Hodgkin.?*®

A KI-67 desempenha um papel na divisao celular, podendo ser detetada nas células em todas
as fases do ciclo celular, a excecao de GO, pelo que tem sido usada como um marcador de
proliferacdo.?

Apesar de estar estudado a seu valor progndstico em casos de cancro da mama e da prostata,

entre outros, o0 seu mecanismo de acdo ainda nao foi totalmente esclarecido.?

1.1 Objetivos

e Estudar a relacao entre a expressao da Bcl-2 e o adenocarcinoma colorretal

e Estudar a relacao entre a expressao da KlI-67 e o adenocarcinoma colorretal
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1.2 Hipoéteses

e Existe correlacdo entre a expressao da Bcl-2 e o tipo histolégico de adenocarcinoma
colorretal

o Existe correlacdao entre a expressao da Bcl-2 e a localizacado do adenocarcinoma
colorretal

e Existe correlacao entre a expressao da KI-67 e o tipo histologico de adenocarcinoma
colorretal

e Existe correlacao entre a expressao da KI-67 e a localizacao do adenocarcinoma

colorretal
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2. Materiais e métodos

Para a realizacao deste estudo foram escolhidos 30 casos de doentes submetidos a resseccao
cirirgica de adenocarcinomas colorretais no Centro Hospitalar Cova da Beira (CHCB) entre
2002 e 2005.

Cada peca cirurgica foi conservada numa solucdo de formaldeido a 10% e enviada ao
laboratério de Anatomia Patologica do hospital, onde foi feita inicialmente uma descricao
macroscopica da peca. Em seguida colheram-se amostras de aproximadamente 3 mm de
espessura de diferentes localizacdes: zona da lesdao, margem cirlrgica, zona de transicdo
tecido normal-lesao e mucosa normal. Neste trabalho foram considerados exclusivamente os
espécimes provenientes da lesao.

Cada amostra de tecido foi entao colocada numa cassete e identificada para ser, em seguida,
submetida a desidratacao, diafanizacao e finalmente impregnacao em parafina (Tabela 1).
Para este Ultimo passo as amostras foram retiradas das cassetes e colocadas em moldes de
metal preenchidos de parafina liquida a 62°C; estes foram posteriormente arrefecidos sobre
placa fria, a uma temperatura entre -10°C e -15°C, primeiro dentro e depois fora do molde

metalico.

Tabela 1 - Fases do processo de desidratacao e inclusao em parafina segundo o protocolo do CHCB.

1 Formol 3h
2 Etanol 70% 1h
3 Etanol 95% 1h
4 Etanol 95% 1h
5 Etanol 100% 1h
6 Etanol 100% 1h
7 Etanol 100% 1h

8 Etanol 100% - Xilol (partes iguais) 1h

9  Xilol 1h
10 Xilol 1h
11 12 Parafina 2h
12 2° Parafina 2h
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Uma vez que os blocos de parafina se solidificaram procedeu-se a obtencao de cortes de 2 pm
de espessura com micrétomo. Cada corte foi colocado num recipiente de agua de fundo
escuro para se observar a qualidade do mesmo e, os utilizaveis, foram dispostos sobre laminas
de vidro, colocados em agua, aquecidos em banho-maria a 50-55°C para remover eventuais
artefactos e finalmente dispostos novamente nas laminas.

Todas as amostras foram entao colocadas na estufa a 60°C para promover a adesao do corte a
lamina; esta secagem durou uma hora para as laminas destinada a coloracdo com
Hematoxilina-Eosina e prolongou-se um dia inteiro para aquelas em que posteriormente foi
realizada imunomarcacao.

Realizou-se coloracao com Hematoxilina-Eosina segundo o protocolo do CHCB (Tabela 2).

Tabela 2 - Fases do processo de reidratacao e coloracao com Hematoxilina e Eosina segundo o protocolo
do CHCB.

1 Xilol 5m
2 Xilol 5m
3 Etanol 100% 3m
4 Etanol 95% 1m
5 Etanol 70% 1m
6 Agua corrente 2m
7 Hematoxilina de Harris 10m
8 Agua corrente 3m
9 Etanol Cloridrico 1% 10s
10 Agua corrente 6m
11 Etanol 70% 1m
12 Eosina alcodlica 1s

13 Etanol 95% 1m
14 Etanol 95% 1m
15 Etanol 95% 1m
16 Etanol 100% 3m
17 Etanol 100% 5m
18 Xilol 4m
19 Xilol 3m




Estudo de correlacao dos oncogenes BCL2 e MKI67 com o tipo histolégico e a localizagcao de 30 casos de
adenocarcinoma colorretal

Nas laminas destinadas as técnicas de imunohistoquimica, depois da secagem em estufa,
realizou-se desparafinacao com Xilol e hidratacao com concentracoes decrescentes de etanol;
estas foram posteriormente colocadas em panela de pressao durante 6 minutos com um
tampao citrato de pH=6.0.

Em seguida as amostras foram processadas em maquina de imunohistoquimica de acordo com
o protocolo proprio do CHCB, que inclui 79 passos (em Anexo).

Inicialmente utilizaram-se anticorpos monoclonais liquidos obtidos a partir do sobrenadante
de culturas de células de ratinho; usaram-se o anticorpo NCL-L-bcl-2 (Novocastra) para
marcar a oncoproteina Bcl-2 e o clone MIB-1 (Dako Denmark, M7240) para o antigénio KI-67.
Os anticorpos foram empregues em concentracoes de 1:25 e 1:300 respetivamente, em
solucao diluente (Dako Cytomation, ChemMate - Antibody Diluent, S$.2022). Em seguida
adicionou-se um anticorpo secundario; neste caso foram utilizadas imunoglobulinas
biotiniladas de cabra anti-rato e anti-coelho (Dako REAL™ Link, Biotinylated Secondary
Antibodies). Posteriormente foi obtido o bloqueio da peroxidase enddgena pela aplicacao da
Dako REAL ™ Peroxidase-Blocking Solution (Dako Denmark, $.2023) e foi depois adicionado um
complexo de estreptavidina peroxidase e diaminobenzidina (Dako REAL ™ detection System,
Peroxidase/DAB+, K.5001). Todos os passos referidos foram intercalados por uma lavagem
com Buffer Kit (Dako Cytomation, ChemMate, Buffer Kit, K.5006).

O resultado foi a obtencdao de um complexo que, ao ligar-se ao antigénio especifico do
anticorpo primario, ativa o cromogéneo (a diaminobenzidina) que confere uma cor

acastanhada ao tecido onde o mesmo é expresso.

Streptavidin

v / Enzyme Complex

Biotinylated Fx"‘
Secondary A
Antibody >

Mouse/Rabbit

Primary .
Antibody '/ \

Figura 1 - Complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. '

Finalmente foi realizada a coloracao dos nucleos com Hematoxilina de Meyer e a montagem
das laminas em meio sintético.

O processo descrito foi realizado paralelamente em laminas de controlo, constituidas por
amostras de tecido amigdalino humano, tanto durante o estudo da oncoproteina Bcl-2 como

do antigénio KI-67.
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As laminas foram observadas ao microscopio Otico a uma ampliacdo de 400x e foram
classificadas por tipo histoldogico em adenocarcinoma bem, moderadamente ou pouco
diferenciado. O critério usado para fazer esta distincdo foi a presenca de padrdo glandular na
amostra; assim a sua auséncia total ou quase total caracterizava os tumores pouco
diferenciados, a sua presenca na maior parte do tecido os bem diferenciados e o grau
intermedio os moderadamente diferenciados. Ha que salientar que nos casos em que houvesse
zonas que se pudessem classificar em graus diferentes, o adenocarcinoma recebeu sempre a

categorizacao do grau menos diferenciado encontrado.

oS, ' S 5"4\
ﬁ.(j

Figura 3 - Adenocarcinoma moderadamente diferenciado.
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Figura 4 - Adenocarcinoma pouco diferenciado produtor de muco.

Relativamente a marcacdo imunohistoquimica, foi feita também uma classificacdo das
laminas segundo a percentagem de células “coradas” (0, 25, 50, 75 ou 100% das células da
amostra) e a intensidade da marcacao nos graus de -, +, ++ e +++. Neste estudo trabalhou-se
principalmente com a percentagem de células marcadas e sua relacdo com os parametros

histopatoldgicos observados.

Figura 5 - Amostra de adenocarcinoma colorretal negativa para a marcacao imunohistoquimica.
Visualiza-se embolizacao.
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Figura 6 - Amostra de adenocarcinoma colorretal com 50% das células positivas para a marcacao

imunohistoquimica.

1.8 _

Figura 7 - Amostra de adenocarcinoma colorretal com 75% das células positivas para a marcacao

imunohistoquimica.
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Os dados obtidos foram tratados utilizando Microsoft Office Excel® e IBM SPSS 19.0°. Foram

realizados testes de y* e de Cramer, para averiguar a existéncia de correlacdo

estatisticamente significativa entre as variaveis:

e percentagem de células positivas para a marcacao imunohistoquimica e localizacdo do
tumor;

e percentagem de células positivas para a marcacao imunohistoquimica e tipo histologico do
tumor.

Estabeleceu-se que os resultados sao significativos para p inferior a 0,05.
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3. Resultados

Foram estudados 30 casos de adenocarcinoma colorretal, de doentes submetidos a ressecao
cirtrgica no CHCB entre 2002 e 2005.
A amostra incluia 9 pacientes do sexo feminino e 21 do sexo masculino, tendo sido dividida

em quatro grupos etarios: menos de 61 anos, 61 a 65 anos, 66 a 70 anos e mais de 70 anos.

1 Feminino

M Masculino

Grafico 1 - Distribuicdo por sexo da populacao estudada.

18 16

15

12 10

w

=60 61-65 66-70 =70

Grafico 2 - Distribuicdo por grupo etario da populacao estudada.
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De cada espécimen foram registradas a localizacao e o tipo histoldgico. Assim observou-se
que 2 carcinomas (7%) localizavam-se no célon ascendente, 1 (3%) no transverso e 6 (20%) no

descendente, 10 (33%) no colon sigmoide e 11 (37%) no reto.

10 -

ANANANDN

6 -
4 -
2
2 - 1
0 ' ' ' ;
Colon Colon Colon Sigmoide Reto

ascendente transverso descendente

Grafico 3 - Distribuicdo por localizagao dos casos estudados.

Relativamente ao tipo histologico de adenocarcinoma, 9 (30%) eram bem diferenciados, 17

(57%) moderadamente diferenciados e 4 (13%) pouco diferenciados.

17

16 -
14 -
12' 9
10 -

o N s O C
L

ABD AMD APD

Grafico 4 - Distribuicdo por tipo histologico dos casos estudados.
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Relativamente a intensidade de marcacao para Bcl-2 e KI-67, obtiveram-se os seguintes

resultados:

14

12

10

—
i

13

—
(o]

o~

+ ++

@Bcl-2 mKI-67

+++

Grafico 5 - Distribuicdo por intensidade de marcacao para cada uma das proteinas estudadas.

No que toca a percentagem de células marcadas para Bcl-2, observou-se que havia 14 casos

(47%) sem células positivas para esta proteina, 6 (20%) com 25% de células marcadas, 6 (20%)

com 50%, 4 (13%) com 75% e 0 casos com 100% de marcacao.

No que diz respeito a imunomarcacao para KI-67 observaram-se 13 casos (43%) com 0% de
células marcadas, 5 (17%) com 25%, 4 (13%) com 50%, 6 (20%) com 75% e 2 (7%) com 100% das

células positivas para a proteina referida.
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Grafico 6 - Distribuicao por percentagem de células marcadas para cada uma das proteinas estudadas.
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Os casos estudados estavam distribuidos da seguinte maneira:

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos tendo em conta a percentagem de células marcadas para Bcl-2 e a
localizacao do tumor.

I

Coélon Célon Célon Total
Reto Sigmoide
ascendente | descendente transverso

Bcl-2% 0 0 3 1 4 6 14
25 0 2 0 3 1 6

50 1 1 0 2 2 6

75 1 0 0 2 1 4

Total 2 6 1 11 10 30

Tabela 4 - Distribuicao dos casos tendo em conta a percentagem de células marcadas para Bcl-2 e o tipo
histologico do tumor.

Tipo histologico
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma Adenocarcinoma Total
moderadamente
bem diferenciado pouco diferenciado
diferenciado
Bcl-2% 0 5 6 3 14
25 1 5 0 6
50 2 3 1 6
75 1 3 0 4
Total 9 17 4 30

Tabela 5 - Distribuicdo dos casos tendo em conta a percentagem de células marcadas para KI-67 e a
localizacao do tumor.

Célon Célon Célon Total
ascendente descendente| transverso Reto Sigmoide

KI-67 % 0 0 4 1 P s =
= 0 0 0 3 2 5

> 1 0 L 3 0 4

e 1 2 0 2 1 6

100 0 0 0 ] ) ,

Total 2 6 1 11 0 i
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Tabela 6 - Distribuicao dos casos, tendo em conta a percentagem de células marcadas para KI-67 e o
tipo histologico do tumor.

Tipo histolagico

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma Adenocarcinoma Total
moderadamente
bem diferenciado pouco diferenciado
diferenciado

KI-67% 0O 4 7 2 13

25 2 3 0 5

50 1 2 1 4

75 2 3 1 6

100 0 2 2

Total 9 17 30

Nota-se que a distribuicdo de casos pelos diferentes grupos é heterogénea; intuitivamente

parece nao haver relacao entre a presenca dos marcadores estudados e qualquer uma das

carateristicas de interesse.

Ao relacionar a percentagem de células marcadas para Bcl-2 e a

localizacao do

adenocarcinoma, com teste de y*> e de Cramer, ndo se observou correlacdo entre as duas

variaveis (p=0,746); também n&o foi encontrada qualquer relagdo com o tipo histologico dos

tumores estudados (p=0,657). Ao analisar a KI-67 os resultados foram similares, isto &, nao foi

observada qualquer relacao entre a percentagem de células marcadas para a proteina em

questao e a localizacdao (p=0,466) ou o grau de diferenciacdo histologica os carcinomas

(p=0,933).
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4. Discussao

Embora as decisoes terapéuticas relativas ao tratamento do adenocarcinoma colorretal nas
Ultimas décadas assentassem sobre progndsticos baseados nas carateristicas anatomo-
patoldgicas dos tumores, nos Ultimos anos tém sido dirigidos grandes esforcos a criacao de
sistemas de estadiamento baseados em biologia molecular, mais personalizados e mais exatos
na previsao do prognostico de cada doente oncoldgico. Para conseguir isto, é necessario
conhecer todos os marcadores moleculares que influenciam o comportamento dos tumores e o
papel de cada um na evolucdo da doenca e resposta as terapéuticas disponiveis.*

Neste contexto enquadra-se o presente trabalho, que enfoca o estudo da relacdao de duas
proteinas que sabemos influenciarem o ciclo e multiplicacdo celular (Bcl-2 e KI-67), com
algumas carateristicas anatomo-patologicas do adenocarcinoma colorretal cuja influéncia no
prognostico é conhecida (localizacdo e tipo histoldgico).

Na populacao observada a maioria dos pacientes era do sexo masculino (70%) e tinha mais de
65 anos (87%). Esta estudado que a proporcao de homens com cancro do colon e reto é
superior a de mulheres, apesar de a maioria dos estudos indicarem que a predominancia é
ligeira (aproximadamente 1,4:1); também sabe-se que a incidéncia aumenta com a idade,
com 90% dos casos ocorrendo depois dos 50 anos de idade e 80% acima dos 65."""""* Assim a
distribuicdo por sexo e idade desta amostra esta de acordo com o esperado, apesar de uma
predominancia de individuos do sexo masculino superior a relatada em estudos
epidemiologicos de grande porte.'" '

Relativamente a localizacdo, a maioria dos tumores encontravam-se no colon sigmoide (33%)
e reto (37%), de acordo com o que esta descrito na literatura.' O estudo da localizacdo tem
relevancia uma vez que é conhecida a existéncia de diferencas nas carateristicas genéticas e
anatomopatolodgicas dos carcinomas originados de zonas diferentes do intestino grosso, com
consequente influéncia na evolucao, resposta as diferentes modalidades de tratamento e
prognéstico. '’

Quanto a distribuicdo por tipo histologico, a maior parte dos espécimes foram classificados
como adenocarcinomas moderadamente diferenciados (57%), seguidos em frequéncia pelos
bem diferenciados (30%) e os pouco diferenciados (13%). Salienta-se que a distribuicao por
tipo histoldgico ndo pode ser comparada com outros estudos pois, apesar de existirem
sistemas universais de classificacao, grande parte deste processo depende do observador,
fazendo com que a categorizacao de muitos dos casos seja subjetiva e dependente de
critérios relacionados com a experiéncia de quem a realiza.

Relativamente aos objetivos do estudo, observou-se que nao existe qualquer relacao entre a
percentagem de células marcadas para a proteina Bcl-2 e o grau de diferenciacdo (tipo

histoldgico) dos adenocarcinomas colorretais ou a sua localizacéo.
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A literatura contém estudos com resultados muito heterogéneos e no geral inconclusivos no
que toca a influéncia da Bcl-2 na patogénese do adenocarcinoma colorretal.* Se por um lado

sabe-se que esta proteina exerce um papel na fase precoce da carcinogénese’ '®"

, por outro
a sua influéncia na diferenciacao ou localizacao deste tipo de tumor nao esta provada. Apesar
de haver estudos pontuais em que foi relatada alguma associacao entre a quantidade de
células positivas para Bcl-2 e o tipo histologico?®, a maioria dos trabalhos nao observou
qualquer correlacéo, inclusivamente com a variavel localizacdo, de acordo com o que se viu

no presente trabalho.*"*2"%

No que toca o marcador KI-67, a Unica informacdo bem assente e aceite em toda a literatura
cientifica atual é que este € um bom estimador da atividade proliferativa tumoral, apesar de
nao sabermos se e em que maneira se relaciona com o desenvolvimento do tipo de carcinoma
ou com outras carateristicas, como a resposta aos farmacos e progn()stico.4 Como no caso da
proteina anterior, a literatura apresenta resultados heterogéneos; uma grande maioria dos
casos esta de acordo com o que se observou neste trabalho, isto €, ndo ha evidéncia de uma
correlacdo entre a percentagem de células marcadas para KI-67, em amostras de
adenocarcinoma colorretal, e a sua localizacdo ou o seu grau de diferenciacdo.*’®% No
entanto, relativamente a este marcador também existem alguns estudos em que foi
encontrada uma relacdo entre variaveis, mais especificamente entre a quantidade de células

marcadas e o grau de diferenciacio do tumor.'®**

4.1 Limitaces e estudos futuros

E importante notar que, apesar de os resultados deste trabalho estarem de acordo com a
maioria da literatura sobre o tema, nao sabemos se estes sao representativos da populacao
geral, devido a pequena dimensdo da amostra disponivel e a distribuicao desigual dos casos
pelos diferentes grupos, havendo muita representacao de alguns grupos em relagao e a outros
(p.ex. adenocarcinoma moderadamente diferenciado vs. pouco diferenciado). Por este
motivo, um estudo deste tipo deveria ser realizado novamente, com um maior nimero de
casos. Para além disto, outra limitacao deste trabalho é que nao se avaliou a possivel
existéncia de uma relacdo entre a expressao de cada uma das proteinas com outras
carateristicas da clinica dos pacientes oncoldgicos, nomeadamente, a resposta as diferentes
terapias, a sobrevida e a metastizacao do tumor, que sdo os resultados finais de maior
interesse no tratamento e, consequentemente prognostico, deste doentes. Assim também

poderia ser interessante, em futuro, realizar um trabalho para estudar estas variaveis.
4.2 Conclusao

A titulo de conclusao, pode-se entdo afirmar que nao foi encontrada qualquer relacao entre a
percentagem de células marcadas para a proteina anti-apoptotica Bcl-2, tipo histologico ou

localizacao de adenocarcinomas colorretais; o mesmo foi verificado para a proteina KI-67.
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Os resultados do trabalho, incluindo testes estatisticos, ndo nos permitem concluir se o
motivo desta auséncia de correlacdo esta relacionado com as dimensdes e carateristicas da
populacao estudada ou se é devida a uma real auséncia de correlacao entre as variaveis em
questao.
Apesar das limitacGes referidas anteriormente e dos resultados nao conclusivos, este trabalho
€ mais uma contribuicdo para a compreensao dos mecanismos moleculares que levam a
geracao e desenvolvimento de adenocarcinomas colorretais, juntando-se a toda uma série de
estudos que poderao em futuro nos permitir uma atuacao mais eficaz no tratamento desta

doenca oncologica.
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6. Anexo

Protocolo de funcionamento da maquina de imunohistoquimica utilizada no CHCB (BUFF -
solucdes de lavagem, PAD - “esponjas”, AB1 - anticorpo primario, AB2 - anticorpo secundario,
HPBK - bloqueio da peroxidase enddgena, HRP - estreptavidina peroxidase, DAB - cromogéneo

diaminobenzidina).

PASSO ETAPA TEMPO
1 BUFF1 10’
2 PAD1 29’
3 BUFF1 10"’
4 PAD1 29
5 BUFF1 10"’
6 PAD1 29’
7 BUFF1 10’
8 PAD1 45’
9 AB1 25’
10 PAD1 29’
11 BUFF1 10’
12 PAD1 29’
13 BUFF1 10"’
14 PAD1 29’
15 BUFF1 10’
16 PAD1 29’
17 BUFF1 10’
18 PAD1 29’
19 BUFF1 10"’
20 PAD2 45’
21 AB2 25’
22 PAD2 29
23 BUFF1 10"’
24 PAD2 29
25 BUFF2 10’
26 PAD2 29’
27 HPBK 2’30”
28 PAD2 29
29 HPBK 2’30”
30 PAD2 29’
31 HPBK 2°30”’
32 PAD2 29
33 BUFF2 10"’
34 PAD2 29’
35 BUFF2 10"’
36 PAD2 29’
37 BUFF2 10"’
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38 PAD2 45"
39 HRP 25’
40 PAD3 29"’
41 BUFF2 10"
42 PAD3 29"’
43 BUFF2 10"’
44 PAD3 29"’
45 BUFF3 10"
46 PAD3 29"’
47 BUFF3 10"
48 PAD3 29"’
49 BUFF3 10"
50 PAD3 45"
51 CROMOGENEO - DAB 5’

52 PAD3 29"’
53 BUFF3 10"
54 PAD3 45"
55 CROMOGENEO - DAB 5’

56 PAD3 29"’
57 BUFF3 10"
58 PAD3 45"
59 CROMOGENEO - DAB 5’

60 PAD3 29"’
61 BUFF3 10"
62 PAD4 29"’
63 BUFF3 10"’
64 PAD4 29"’
65 HEMATOXILINA DE MAYER 1’

66 PAD4 29"’
67 BUFF3 10"
68 PAD4 29"’
69 BUFF3 1’

70 PAD4 29"’
71 BUFF2 1’

72 PAD4 29"’
73 BUFF2 10"’
74 PAD4 29"’
75 H20 10"
76 PAD4 29"’
77 H20 10"
78 PAD4 29"’
79 H20 10"’
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