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Resumo

Objectivo: Analisar a imunoexpressao do marcador tumoral bcl-2 no cancro do célon e reto, a

sua localizacao e grau de diferenciacdo e correlacionar com o prognostico clinico-patologico.

Métodos: Foram estudados 30 pacientes com adenocarcinoma do colon e reto, submetidos a
ressecao cirurgica do tumor no Centro Hospitalar Cova da Beira no periodo compreendido entre
2001 a 2003. As pecas cirurgicas foram analisadas segundo técnicas de marcacao
imunohistoquimica para a proteina bcl-2, classificadas em adenocarcinoma bem,
moderadamente ou pouco diferenciado, de acordo com a presenca de padrao glandular. Os
dados obtidos foram analisados pelos teste nao paramétrico Teste U de Mann-Whitney para
verificar a relacao entre o prognostico e percentagem de células positivas para o bcl-2 e os
testes de x2 e de Cramer para as variaveis localizacao do tumor e relacdo com o prognéstico e
grau de diferenciacao e relacdo com o prognostico. Os dados foram analisados através do Pacote
de Software para ciéncias Sociais (SPSS), versao 22.0®, e um valor-p inferior ou igual a 0,05 foi

considerado significativo em todos os testes estatisticos.

Resultados: A expressdao imunohistoquimica do bcl-2 foi positiva em 16 tumores (53%) e
negativa em 14 (47%). Verificamos a existéncia de uma correlacao estatisticamente significativa
entre a percentagem de células marcadas para bcl-2 e o prognéstico do paciente (p=0,002).
Nao foi encontrada correlacdo entre o grau de diferenciacdo do adenocarcinoma ou a

localizacao e o prognostico do paciente (p=0,292 e p=0.563 respetivamente).
Conclusdes: A expressao imunohistoquimica do bcl-2 esta associada ao prognostico clinico-
patologico do paciente, sendo que uma maior expressao do marcador confere um melhor

prognostico ao paciente. Relativamente ao grau de diferenciacdo e localizacdo do

adenocarcinoma nao foi encontrada correlacao significativa com o prognostico do paciente.

Palavras-chave

Adenocarcinoma do coélon e reto, bcl-2, Imunohistoquimica, Localizacdo do tumor, Grau de

diferenciacao, Progndstico
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Abstract

Objective: To analyze the immunoexpression of the protein bcl-2 in colorectal
adenocarcinomas, the degree of cell differentiation and localization of the tumor and correlate

with the clinical-pathological prognostic factors.

Method: Immunohistochemistry was used to detect the expression of bcl-2 in 30 cases of
colorectal carcinoma who had undergone surgery at Cova da Beira Academic Hospital Centre
between 2001 and 2003. The study variables were analyzed using the chi-square and Cramer to
investigate associations between the degree of cell differentiation and localization of the tumor
and the prognosis, and Mann-Whitney U Test to evaluate the expression of the protein bcl-2
and the prognosis. Data was analyzed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS),
version 22.0®, and p-value less than or equal to 0,05 was regarded as significant for all

statistical tests.

Results: The immunohistochemical expression of bcl-2 was positive in 16 tumors (53%) and
negative in 14 (47%). There was statistically significant correlation between the expression of
bcl-2 and prognosis (p=0,002). However there is no significant association between the degree
of cell differentiation and localization of the tumor and the clinical- pathological prognostic

factors (p=0,292 e p=0,563 respectively).

Conclusion: The immunohistochemical expression of bcl-2 may be valuable in predicting the
prognosis of the patient. Higher expression of bcl-2 were related to patients with better
prognosis. No significant correlation was found between the degree of cell differentiation and

localization of the tumor and patients prognosis clinical - pathological factors.

Keywords

Colorectal adenocarcinoma, bcl-2, Immunohistochemistry, Localization of the tumor, Degree

of cell differentiation, Prognosis
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Introducao

O cancro do célon e reto é uma das neoplasias mais prevalentes no mundo Ocidental e com
incidéncia crescente.'

Segundo o relatério da GLOBLCAN 2012 realizado pela International Agency for Research on
Cancer da WHO, o cancro do célon e reto é a terceira neoplasia com maior incidéncia no mundo
no sexo masculino (746.298 casos) e a segunda no sexo feminino (614.304 casos). Existe uma
variacao geografica relativamente a incidéncia da neoplasia, sendo que taxas mais elevadas
registam-se nas regides mais desenvolvidas, no entanto a distribuicao entre sexos é semelhante,
sendo maior no sexo masculino.

Relativamente a taxa de mortalidade, estimam-se 694.000 mortes por ano, o que equivale a
cerca de 8.5% mortes totais. 2

Segundo a World Cancer Research Fund international, a incidéncia de cancro do colon e reto
em Portugal em 2012 foi e 246.2/100.000, sendo a segunda neoplasia com maior incidéncia em

ambos o0s sexos. 3

O cancro do colon e reto € uma neoplasia que se desenvolve lentamente ao longo de anos.
Normalmente inicia-se como um polipo (tumor benigno) na camada mais interna que, devido a
acumulacdo de anormalidades cromossomicas, mutacdes genéticas, epigenéticas e
consequente desregulacao do crescimento celular, diferenciacao e apoptose, pode
transformar-se em maligno.>¢

Existem diversos fatores de risco que podem potenciar o desenvolvimento da malignidade,
entre os quais fatores de risco ndo modificaveis: doenca inflamatodria intestinal; historia
familiar de cancro ou polipos no célon e reto; sindrome genética como polipose adenomatosa
familiar ou sindrome de Lynch; idade avancada (maior que 50 anos) e, por outro lado, factores
de risco relacionados com o estilo de vida: inatividade fisica; dieta pobre em fruta, vegetais,
fibras e com alto teor em gorduras; Diabetes Mellitus tipo Il; obesidade; consumo de alcool e

tabaco; terapia de radiacao. 7%

Atualmente, o prognostico do cancro coélon e reto tem como base o estadiamento TNM -
extensao do tumor, envolvimento de nodulos linfaticos e metastases ° mas, devido a elevadas
discrepancias no desenvolvimento clinico, necessidade de terapias e prognostico dentro do
mesmo estadio, sao necessarios melhores marcadores. Nos ultimos anos tem havido uma
crescente investigacao baseada no estudo imunohistoquimico de marcadores tumorais em pecas
cir(rgicas que possibilita uma analise bioldgica individual e confere elevada especificidade
relativamente ao tumor estudado. Ideal seria que estes marcadores conseguissem prever a
disseminacao tumoral aquando da primeira ressecao cirlrgica para selecionar pacientes que

beneficiariam de terapia adjuvante - quimioterapia ou radioterapia. 0
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Um dos marcadores que tem vindo a ser estudado é o gene BCl-2, localizado no cromossoma
18. As proteinas da familia Bcl-2 regulam os grandes tipos de morte celular, necrose, apoptose
e autofagia. Nesta grande familia de proteinas Bcl-2 existe um grupo pré-apoptotico
representado pelo Bax e um grupo anti-apoptatico representado pelo bcl-2. ' 12

A proteina bcl-2 permite o prolongamento da sobrevivéncia mesmo na auséncia de fatores de
crescimento, visto que esta inibe a apoptose, promove a divisao celular e contribui para o
crescimento do tumor. "' A bcl-2 esta presente apenas nas células basais de tecidos em que
existe renovacao celular ou que a apoptose tem um papel relevante para formar estruturas
mais complexas, como é o caso da pele, intestino, pulméao, entre outros, sendo que o seu padrao
de expressao é diferente consoante o tecido. 3

Nos ultimos anos tem vindo a ser realizadas experiencias com o intuito de perceber o papel
destas proteinas no desenvolvimento do cancro, se a sua expressao pode estar relacionada com
0 prognostico e acido terapéutica. '

Estudos da expressao do bcl-2 em tumores solidos demonstraram que o aumento do marcador
estava relacionado com bom prognostico no carcinoma pulmonar de células pequenas e cancro
da mama. Em neuroblastomas, a expressdao do bcl-2 esta relacionada com um estadio mais
elevado e histologia desfavoravel, relacionado com a expressdo restrita a células menos

diferenciadas"?

Varios estudos demonstraram que a proteina bcl-2 estd super-expressa em adenomas e
carcinomas colorretais e a maioria de estudos clinicos associaram que a detecdo de bcl-2
citoplasmatica nestas neoplasias parece estar relacionado com parametros clinicos mais
favoraveis e melhor prognostico. No entanto, outros estudos demonstraram uma associagcao

entre bcl-2 e baixa sobrevivéncia. "

Em suma, a forma como atualmente se classifica o cancro do colon e reto resulta numa
discrepancia de sobre e sub tratamento. Nenhum dos estudos realizados até entao forneceram

suporte suficiente para a implementacdo de um marcador molecular na pratica clinica. 3

Objetivo:
Analisar a imunoexpressao da proteina bcl-2 e correlacionar com os fatores de prognosticos
clinico-patologicos. Correlacionar a localizacao e o grau de diferenciacao do adenocarcinoma

com o prognostico do paciente.
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Hipoteses:

Verificar se existe:
1. Relacao entre a percentagem de células marcadas bcl-2 e o progndstico do paciente.
2. Relacao entre a localizacao do adenocarcinoma e o progndstico.

3. Relacgdo entre o grau de diferenciacao do adenocarcinoma e o prognostico.
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Materiais e métodos

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 30 casos de pacientes submetidos a ressecao
cirirgica de adenocarcinomas colorretais no Centro Hospitalar Cova da Beira (CHCB) entre 2001
e 2003. A partir de 2011 foram recolhidos dados de sobrevivéncia para posterior estudo

longitudinal retrospetivo.

Os pacientes incluidos no estudo foram todos os pacientes submetidos a ressecao cirurgica
curativa da neoplasia no Centro Hospital Cova da Beira no referido periodo. A realizacao desta

investigacao foi aprovada pela Comisséo de Etica do CHCB.

Entre os 30 casos selecionados, 21 sao do sexo masculino (70%) e 9 do sexo feminino (30%).
Foram divididos em 4 grupos etarios: entre 50 a 60 anos apenas 1 paciente (3,33%); 60 a 65
anos 3 pacientes (10%); entre 65-70 anos 10 pacientes (33,33%); acima de 70 anos 16 pacientes
(53,33%).

Relativamente a localizacdo, 2 pacientes apresentaram a neoplasia no colon ascendente direito
(6,66%), 1 no colon transverso (3,33%), 6 no colon descendente esquerdo (20%), 10 no colon
sigmoide (33,33%) e 11 no reto (36,66%).

Todas as cirurgias realizadas foram curativas.

A partir de 2011 foi investigado a sobrevivéncia destes 30 pacientes recorrendo a telefonemas

a familiares.

0 estudo anatomopatologico das pecas cirlrgicas foi realizado no laboratério de Anatomia

Patologica do CHCB, segundo o protocolo anexado.

Cada peca cirlrgica foi conservada numa solucao de formaldeido a 10% e enviada para o
laboratério, onde, inicialmente, realizaram uma descricdo macroscopica da peca. De seguida,
colheram-se amostras de cerca de 3 mm de espessura das diferentes localizacbes que se
pretende estudar: zona de lesdao, margem cirlrgica, zona de transicao tecido normal-lesdo e
mucosa normal. Cada amostra foi introduzida numa cassete e devidamente identificada.

As amostras foram submetidas a desidratacao, diafanizacao e impregnacao em parafina (Tabela
1). Para a realizacdo do ultimo passo foi necessario retirar cada amostra das cassetes para
serem colocadas em moldes de metal preenchidos de parafina liquida a 62°C que foram,
posteriormente arrefecidos sobre uma placa fria, a uma temperatura entre -10°C e -15°C,

inicialmente dentro e depois fora do molde metalico.
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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 1% Parafina 2h
12 2 Parafina 2h

Tabela 1 - Protocolo CHCB - Fases do processo de desidratacao e inclusao em parafina

Depois de solidificados, os blocos de parafina foram cortados com um microtomo em amostras
de 2um de espessura. Cada corte foi colocado num recipiente de fundo escuro com agua para
se observar a qualidade. Os com boa qualidade foram dispostos sob laminas de vidro, colocados
em agua e aquecidos em banho-maria a 50-55° para remover artefactos e posteriormente

colocados em laminas.

As laminas foram colocadas numa estufa a 60° para promover a adesdo do corte a lamina. Este
processo durou cerca de uma hora para as laminas que seriam coloridas com Hematoxilina-
Eosina e cerca de um dia para as que foram submetidas a imunomarcacao.

A coloracao com Hematoxilina-Eosina foi realizada segundo o protocolo do CHCB. (Tabela 2)
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1 Xilol 5m
2 Xilol 5m
3 Etanol 100% 3m
4 Etanol 95% m
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

Tabela 2 - Protocolo CHCB - Fases do processo de reidratacao e coloracao com Hematoxilina e Eosina

As restantes laminas foram preparadas para serem submetidas a técnicas de
imunohistoquimica. Depois da secagem na estufa foram desparafinizadas com Xilol, hidratadas
com concentracoes decrescentes de etanol e colocadas numa panela de pressao, durante 6
minutos, com o tampao citrato de pH de 6.0. De seguida foram processadas pela maquina de
imunohistoquimica de acordo com o protocolo do CHCB (em anexo).

Inicialmente utilizou-se o anticorpo monoclonal liquido NCL-L-bcl-2 (Novocastra), obtido a
partir do sobrenadante de culturas de células de ratinhos. O anticorpo foi colocado em
concentracdo de 1:25 em solucao diluente (Dako Cytomation, ChemMate -Antibody Diluent,

S.2022). De seguida utilizou-se um anticorpo secundario, obtido por imunoglobulinas

6
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biotiniladas de cabra anti-rato e anti-coelho (Dako REAL Tm Link, Biotinylated Secondary
Antibodies). Posteriormente bloqueou-se a peroxidase endogena pela aplicacao da Dako REAL
TM Peroxidase-Blocking-solution (Daki Denmark, 5.2023) e, por ultimo, adicionado um complexo
de estreptavadina peroxidase e diaminobenzidina (Dako REAL TM detection System,
Peroxidase/DAB+, K.5001). Todos os passos anteriormente citados foram intercalados por uma

lavagem com Buffer Kit.

Obteve-se um complexo onde a ligacao do antigeno especifico ao anticorpo primario vai levar
a ativacdo do cromogéneo, a diaminobenzidina, conferindo entdo uma cor acastanhada ao
tecido.

Por fim, realizou-se a coloracdo dos nucleos com Hematoxilina de Meyer e a montagem das

laminas nem um meio sintético

Todo o processo foi realizado simultaneamente em laminas de controle constituidas por

amostras de tecido de amigdalas humanas.

As laminas foram observadas ao microscopio dtico com uma ampliacao de 400x.

Em primeiro lugar, classificaram-se as laminas segundo o tipo histolégico em adenocarcinoma
bem diferenciado, moderadamente diferenciado e mal diferenciado. Esta classificacao baseou-
se no padrao glandular da amostra da lamina.

Assim, a presenca de padrao glandular em uma grande extensao seria considerada bem
diferenciado, em pouco tecido, mal diferenciado e grau intermédio, moderadamente bem
diferenciado.

Se na mesma lamina encontrassemos zonas de diferentes graus, seria considerado o grau menos

diferenciado.

Em segundo lugar, classificou-se as laminas quanto a percentagem de células coradas no
processo imunohistoquimico (0, 25, 50, 75, 100% das células da amostra) e a intensidade de

marcacao (-, +, ++, +++).
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Figura 2 - Amostra de adenocarcinoma colorretal com 50% de células positivas para a marcacao

imunohistoquimica.
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Figura 3 - Amostra de adenocarcinoma colorretal com 75% das células positivas

Baseou-se a investigacao na relacao entre a percentagem de células marcadas pelo bcl-2 e o

prognostico do cancro colorretal.

Os dados obtidos foram tratados e analisados nos programas Microsoft Office Excel® e IBM SPSS
22.0®.

Foram realizados o teste ndo paramétrico Teste U de Mann-Whitney para analisar a relacdo
entre o prognostico e percentagem de células positivas para a marcacao imunohistoquimica e
os testes de x2 e de Cramer para as variaveis localizagcao do tumor e relagdo com o prognostico

e grau de diferenciacao e relacdo com o prognostico.

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

Foram estudados 30 pacientes submetidos a ressecdo curativa do adenocarcinoma colorretal no

periodo de 2002 a 2005 no CHCB e, posteriormente, em 2011 foi verificada por via telefonica,

a sobrevivéncia.
Numa primeira fase apresenta-se a caracterizacao da amostra em estudo.

Dos 30 pacientes analisado, 21 sao do sexo Masculino (70%) e 9 do sexo Feminino (30%),

Frequéncia

Grafico 1 - Distribuicdo por sexo da populacao estudada
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A amostra foi dividida em quatro grupos etarios.

20

—
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Grafico 2 - Distribuicao por grupo etario da populagao estudada



Estudo do valor prognostico do Bcl-2 em adenocarcinoma do colon e reto e sua correlacdo com os graus
de diferenciacao e localizacao do respetivo tumor

Foi anotada a localizacdo das pecas ressecadas, sendo que 2 localizavam-se no célon
ascendente (7%), 1 colon no transverso (3%), 6 colon no descendente (20%), 10 no sigmoide
(33%) e, por fim, 11 no reto (37%).

Contagem

Colan Calon Calon Cdlon
Azcenderte Transverso Descendente Sigmoide

Localizagao

Gréfico 3 - Distribuicao por localizacdo
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Cada lamina foi analisada quanto ao grau de diferenciacdo do adenocarcinoma, sendo que 9
(30%) eram bem diferenciados, 17 (57%) moderadamente diferenciados e 4 (13%) pouco

diferenciados.

20

—
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Contagem
=

APD AMD ABD
Grau de Diferenciagao

Gréfico 4 - Distribuicao por grau de diferenciacdo do adenocarcinoma
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Com o recurso as técnicas de imunohistoquimica, verificou-se que 14 amostras eram negativas
para Bcl-2 (47%) e as restantes 16 positivas (53%). Entre as positivas, observou-se que 6 tinham
25% de células marcadas (20%), 6 com 50% (20%), 4 com 75% (13%) e nenhum caso com 100% de

marcacgao.
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Grafico 5 - Distribuicao dos casos por percentagem de células marcadas para bcl-2

Com base nos dados recolhidos relativamente a sobrevivéncia do paciente, constatamos qu

em 2011 16 pacientes estavam vivos (59,3%) e 14 pacientes morreram (46,7%).

e
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Nesta segunda fase apresenta-se a analise estatistica para testar as hipoteses definidas no

estudo.

A primeira hipotese colocada, verificamos pelo teste nao paramétrico Teste U de Mann-Whitney
e Cramer que se rejeita a hipotese nula, com um p=0,02, ou seja existe correlacao entre o

marcador bcl-2 e o prognostico do paciente.
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Grafico 6 - Relacao entre a percentagem de células marcadas para bcl-2 e o prognéstico do paciente.
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A segunda hipotese colocada foi rejeitada pelos testes de x2 e de Cramer (p=0,292), sendo que

nao existe correlacao estatisticamente significativa entre o grau de diferenciacao do tumor e

o prognostico do paciente.
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Grafico 7 - Relacao entre o grau de diferenciacdo do adenocarcinoma e o prognostico clinico patoldgico.
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Relativamente a terceira hipdtese constata-se pelos testes de x2 e de Cramer que nao existe
correlacao estatisticamente significativa entre a localizacao e o prognostico clinico patologico

(p=0,563).
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Grafico 8 - Relacao entre a localizacao do tumor e o prognostico do paciente.
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Discussao

Atualmente, o estadiamento do adenocarcinoma colorretal baseia-se no sistema
anatomopatologico, TNM, a partir do qual se tiram ilacées acerca do prognostico e decisdes
terapéuticas. Com base neste sistema, os individuos com adenocarcinomas em estadios iniciais
que realizaram uma cirurgia potencialmente curativa sao dispensados da realizacao de
quimioterapia adjuvante. No entanto cerca de 20 a 30% apresenta recorréncia da neoplasia. '
Por outro lado, alguns pacientes iniciam o tratamento de quimioterapia desnecessariamente.
Assim, devido a elevadas discrepancias no desenvolvimento clinico dentro do mesmo estadio,
existe necessidade de identificar melhores marcadores de prognostico de forma a individualizar

a terapia, evitando assim o sub e sobre tratamento. '3

Uma das areas em que tem vindo a ser alvo de investigacoes é a dos marcadores tumorais. A
identificacao das alteracdes genéticas que sao responsaveis pela carcinogénese podem criar um
novo sistema de estadiamento baseado na biologia molecular, que aumentaria a acuracia em
prever o prognostico e, consequentemente selecionar terapias. A acrescentar, a identificacao
de marcadores moleculares que determinam o comportamento e agressividade do tumor é
importante para o desenvolvimento de terapias para os cancros. No entanto, até agora foram
apenas identificados poucos marcadores com relevancia prognostica. A maior barreira é a
multiplicidade de proto oncogenes, genes supressores de tumor e antigénios oncofetais com
contribuicdes relativas para a progressao tumoral e metastase. A melhor forma de compreender

0 comportamento e agressividade tumoral é através de técnicas de imunohistoquimica. "

A amostra analisada é formada por todos os pacientes submetidos a ressecdo do

adenocarcinoma do colon e reto no CHCB no periodo de 2001 a 2003.

Dos 30 casos analisados, a maioria é do sexo masculino (70%) e com idades superiores a 65 anos
(87%).
A prevaléncia ano sexo masculino esta de acordo com os dados epidemiologicos. A incidéncia

desta neoplasia aumenta com a idade e, no estudo, 90% dos pacientes tém mais de 50 anos.

Em relacao a localizacao e grau de diferenciacao do tumor, a maioria dos tumores encontram-
se no colon sigmoide (33%) e reto (97%), e sao essencialmente moderadamente bem
diferenciados (56,67%), seguido de bem diferenciados (30%) e por fim pouco diferenciados
(13,33%)

E de elevada relevancia conhecer a localizacdo do tumor, visto que existem diferencas na
anatomia e fisiologia do colon antes e depois da flexura esplénica, consequentemente na

epidemiologia, comportamento clinico, tumorigénese e aspetos histopatologicos do tumor. Tal
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como apresentado na literatura, a maioria dos tumores localiza-se no colon distal,
nomeadamente colon sigmoide e reto. No que concerne ao grau de diferenciacao, os sistemas
de classificacao sao baseados na formacao glandular e sao subjetivo, na medida em que

dependem da experiéncia do observador, por isso tém relevancia limitada.'®

Neste estudo, nao se verificou correlacao estatisticamente significativa entre o grau de
diferenciacdo do tumor e o prognostico do paciente, e a localizacao do tumor e o progndstico
tal como acima referido. No entanto, verificou-se uma correlacao estatisticamente
significativa, p=0,002, entre o bcl-2 e o prognostico do paciente, sendo que uma expressao
aumentada do bcl-2 esta relacionada com uma maior sobrevivéncia e melhor progndstico. Assim
sendo, pensa-se que a expressao do bcl-2 estd associada a uma fase mais precoce da

carcinogénese.?

Na literatura existem diversos estudos que corroboram a hipotese acima mencionada, de a
expressao de bcl-2 estar relacionada com um progndstico mais favoravel, o que sugere que a
transformacao neoplasica relacionada com a inibicdo da apoptose resulta em tumores menos
agressivos. Assim, uma diminuicao na expressao deste marcador leva a progressao do tumor.

Por outro lado, existem alguns estudos que nao confirmam esta hipotese ou, por outro lado,

estdo inversamente relacionados. 617

Limita¢des futuras

Os resultados do estudo apresentado sao consonantes com a maioria da literatura sobre o tema.
No entanto, esta investigacao tem diversas limitacoes entre as quais, a amostra reduzida
(apenas 30 casos); a auséncia de critérios de exclusdo, como € o caso de ter concomitantemente
outra patologia; a auséncia de informacao acerca da realizacao posterior de terapias adjuvante;
e a limitacao em atribuir a causa de morte a neoplasia do célon e reto.

Por outro lado, o Bcl-2 é apenas um dos marcadores que influencia a tumorigénese, sendo que

teria elevada relevancia realizar um estudo de associacao com outros marcadores.
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Conclusoes

Em suma, verificamos uma relacdo entre a expressao do Bcl-2 e o prognostico do paciente,
sendo que uma maior expressao esta relacionada a um progndstico mais favoravel. No entanto
nao se verificou relacao significativa entre a localizacao do tumor e o prognostico ou o grau de
diferenciacao e o prognostico.

Apesar das limitacoes referidas anteriormente, os resultados obtidos estao de acordo com o
esperado, sendo entao este estudo mais um elemento que favorece a utilizacao do marcador
Bcl-2 na pratica clinica permitindo entdo determinar de forma mais econémica e precisa, o
risco individual dos pacientes com adenocarcinoma do célon e reto apos cirurgia e determinar

0 que beneficiariam de quimioterapia adjuvante.
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Anexos

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?7’
3 BUFF1 10’
4 PAD1 297
5 BUFF1 10”’
6 PAD1 29’
7 BUFF1 10”’
8 PAD1 45’
9 AB1 255

10 PAD1 29’
11 BUFF1 10"’
12 PAD1 29%?
13 BUFF1 10"’
14 PAD1 29:*
15 BUFF1 10’
16 PAD1 297
17 BUFF1 10’
18 PAD1 29’
19 BUFF1 10’
20 PAD2 45’
21 AB2 25’
22 PAD2 29’
23 BUFF1 10"’
24 PAD2 292
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 29:7
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 297’
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 i

66 PAD4 29’
67 BUFF3 10’
68 PAD4 297’
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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