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Resumo

Objetivo: Analisar as expressfes imunohistoquimicas das proteinas p53, bcl-2 e Ki-67
no adenocarcinoma colorretal, correlacionando-as com os fatores prognésticos clinico-
patoldgicos. Método: Foram confeccionados blocos de parafina de TMA com tecido de
adenocarcinoma colorretal ressecados cirurgicamente em 82 pacientes no Hospital S&o
Paulo da UNIFESP/EPM, de 2002 a 2005, ndo submetidos a radio ou quimioterapia.
Cortes de 4 ym foram submetidos a reacdo imunohistoquimica e obtidos escores de
intensidade das imunoexpressdes, que foram correlacionados com o grau de
diferenciacdo celular, estadiamento, tempo livre de doenca, recidiva, sobrevida e
mortalidade especifica entre si e com os dados de sobrevida dos pacientes. As
variaveis do estudo foram analisadas pelos testes do qui-quadrado e de Kaplan-Meier
para verificar as associagdes com os marcadores. A significancia das diferengas entre
as curvas do tempo livre de doenca e da sobrevida foi analisada pelos testes de
Logrank e Wilcoxon. Resultados: A expressdo imunohistoquimica da p53 foi positiva
em 70 tumores (85,4%) e negativa em 12 (14,6%). A bcl-2 foi positiva em 26 tumores
(31,7%) e negativa em 56 (68,3%). A expressao imunohistoquimica da Ki-67 foi positiva
em 62 tumores (75,6%), sendo em 20 (24,4%) negativa. Nao houve correlacéo
estatisticamente significante entre as expressdes imunohistoquimicas dos marcadores
analisadas separadamente ou em conjunto, envolvendo o grau de diferenciacéo
celular, estadiamento, tempo livre de doenca, sobrevida e mortalidade especifica. Com
relacdo a recidiva, observou-se uma correlacdo estatisticamente significante com a
expressdo imunohistoquimica positiva da Ki-67 (p= 0,035). Conclusdo: A expressao
imunohistoquimica positiva da Ki-67 no céancer colorretal esta relacionada com a

incidéncia de recidiva da doenca.

Xii



1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) soma 943 mil casos novos por ano, sendo a segunda
neoplasia maligna mais prevalente no mundo (apés o cancer de mama), com uma
estimativa de 2,4 milhdes de pessoas vivas com diagndstico nos Gltimos cinco anos. E
também a segunda maior causa de mortalidade por cancer nos Estados Unidos, com
mais de 50 mil mortes por ano (BISHNUPURI et al., 2006). No Brasil, em 2008,
estimou-se 0 aparecimento de 27 mil casos novos de CCR, sendo 0 quinto tumor
maligno mais frequente (INCA, 2008).

Por ser a doenga metastatica a maior causa do insucesso do tratamento, uma
nova estratégia de terapéutica € essencial. Para isso, a elucidacdo do preciso
mecanismo basico da invasdo tumoral e metastase torna-se o0 ponto critico para a
guestdao (BENDARDAF et al.,2003). Como o diagnoéstico precoce esta na implicacao
direta de um tratamento com maiores indices de sobrevida, varios marcadores tumorais
tém sido estudados, em virtude de indicarem a presenca, extensao e resposta ao
tratamento, bem como a recorréncia da neoplasia. O antigeno carcino-embrionario
(CEA) é um dos marcadores tumorais mais extensivamente estudados. A despeito de
sua baixa sensibilidade para o CCR em estadiamento inicial (entre 20 a 40%), o CEA é
ainda considerado o marcador tumoral sérico “standard” no acompanhamento de
pacientes com CCR, com sensibilidade superior a 90% na deteccdo das recidivas
(FERNANDES, MATOS, 2001).

A carcinogénese e o desenvolvimento do cancer colorretal sdo processos de
varias etapas, caracterizadas por mudancas progressivas na quantidade ou atividade
de proteinas que regulam a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevida celular, e sdo
mediados por mecanismos genéticos e epigenéticos. Uma sequéncia ordenada de
eventos ndo aleatorios leva ao desenvolvimento do CCR, passando o epitélio por
transformacdo invasiva, sendo a progressdo do epitélio intestinal normal até o
desenvolvimento do carcinoma invasivo estimada entre 7 e 12 anos (JUCA et al.,
2008). O CCR origina-se de células normais que expostas a varias agressdes
genotodxicas, levam ao acumulo de mutacdes ou fenbmenos epigénicos em genes que
favorecem a proliferacéo clonal e a imortalizacdo da célula. Esta cascata de mutacfes
correlaciona-se com a progressdo da neoplasia, sendo o gene p53 um dos mais
prevalentes nesta neoplasia, estando alterado em 60 a 80% dos tumores colorretais
(RIBEIRO JR, SAFATLE-RIBEIRO, 2006).



O p53 € um gene supressor tumoral classico, que age na regulacdo do
desenvolvimento e do crescimento celular (XI et al., 2006). Esta localizado no locus
17p13, codificando uma proteina de 53kDa e 393 aminoacidos que tem a caracteristica
de ser expressa quando o DNA sofre algum tipo de dano, onde a proteina p53 se liga
ao local danificado do DNA e interrompe as células na fase G1 do ciclo celular,
ativando mecanismos de reparo do DNA ou mesmo de apoptose. O aumento da
guantidade dessa proteina celular estd associado a interrupcao do ciclo celular e a
programacao da morte da célula (apoptose). Na célula, cujo material genético esta
danificado, a p53 ativa a producdo da proteina p21, que interage com o receptor de
ciclina dependente de quinases 2 (cdk2), que estimula a divisao celular. Quando a p21
forma complexos com a cdk2, a célula € impedida de avancar para o prOximo estagio
da divisédo celular. Quando mutada, a p53 deixa de ativar a producao de p21, tornando
a divisao celular um processo descontrolado e induzindo a formacéo de tumores (LIMA
et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007; ANEJA et al, 2007). As mutacgdes do p53 aparecem
em etapas especificas durante a transformacdo maligna. Nos tumores colorretais, a
p53 é detectada em 30% dos adenomas e em 40% a 60% dos adenomas com
displasia de alto grau (SAMOWITZ et al, 2002; PALUSZKIEWICZ et al., 2004). A perda
do gene p53 é crucial para a transformacdo do adenoma colorretal em carcinoma. A
expressdo imunohistoquimica da p53 pode ter valor progndstico em pacientes com
cancer retal, pois maior indice de deteccdo da proteina tem sido demonstrado em
tumores com maior envolvimento linfonodal, como também a sobrevivéncia de 5 anos é
menor nos casos com tumor positivo para p53, quando comparada aos casos
negativos. A deteccdo de mutacédo do p53 e a perda de alelo representam marcadores
de prognéstico desfavoravel (SMYTH et al., 2004). A sua forma ativa (wild type) tem
vida média muito curta (em torno de 6 minutos), devido a sua rapida degradacéao, o que
torna extremamente dificil a sua deteccdo pelos métodos imunohistoquimicos. Ao
contrario, as formas mutadas ou inativas, devido a maior estabilidade molecular e maior
tempo de degradacéo, tendem a acumular-se no nucleo das células, permitindo que a
expressdo da proteina p53 seja usada como indicador indireto da mutacdo do gene
p53. Por exercer esta funcdo de deteccdo de alteracdes no DNA e conseqiente
correcdo ou morte celular, a proteina p53 é considerada como uma guardid do
genoma, e € um importante elemento na prevencdo do desenvolvimento de tumores,
sendo seu gene codificador, classificado como gene supressor de tumor (ROCHA et
al., 2004).



Enquanto a p53 tem sido implicada com o controle do ciclo celular, da sintese e
reparo do DNA, além da programacdo da morte celular, a expressdo do gene bcl-2
promove a sobrevivéncia celular por se opor ao estimulo da apoptose (CONSTATA et
al., 2006). A proteina bcl-2 é conhecida por prolongar a morte programada da célula,
inibindo a apoptose, propagando a divisao celular e contribuindo potencialmente para o
crescimento tumoral (KOURAKLIS et al., 2003). O gene bcl-2 estd localizado no
cromossomo 18921 e seu produto € uma proteina de 24kd localizada no reticulo
endoplasmatico e na membrana mitocondrial (ZAVRIDES et al., 2006). Véarios estudos
tém mostrado que a proteina bcl-2 prolonga a sobrevivéncia de uma variedade de
células bloqueando a apoptose. Consequentemente, nos tecidos humanos normais a
bcl-2 aparece somente nos tecidos na qual a apoptose tem um papel no
desenvolvimento de estruturas complexas ou que promove a renovacdo celular
(PEREIRA et al., 1997). A familia bcl-2 € uma classe de proteinas indutoras e
repressoras de morte por apoptose que participam ativamente desta regulacdo. Os
membros da familia bcl-2, como a bcl-2 e bcl-XL inibem a apoptose, pois previnem a
liberacdo de citocromo ¢ e sdo chamados de reguladores anti-apoptoticos. Por outro
lado, Bax, Bid e Bak s&do proteinas pré-apoptéticas. A homeostasia € mantida pelo
controle da quantidade de proteinas anti-apoptéticas e pré-apoptoéticas. Estimulos,
como dano ao DNA, levam ao aumento na expressdo das proteinas pré-apoptoticas.
Esse desequilibrio induz a apoptose. Entre as proteinas mais estudadas, desta familia,
estdo a Bax (pré-apoptoética) e a bcl-2 (anti-apoptética) a qual € superexpressa em
adenomas e carcinomas colorretais (GRIVICICH et al., 2007). Estudos tém
demonstrado dados a respeito da expressao da bcl-2 e apoptose na tumorigénese
colorretal: em 17 de 24 adenomas de célon (71%) e em 14 de 21 adenocarcinomas
(67%) a imunorreatividade da bcl-2 pode ser detectada. Na maioria dos estudos
clinicos a expressdo da bcl-2 citoplasmatica tem sido associada a um melhor
prognostico. Entretanto, outros estudos mostram a associacdo da bcl-2 com baixa
sobrevida (ZAVRIDES et al., 2005; METERISSIAN et al., 2001).

Classicamente as neoplasias sdo consequéncia de um disturbio da proliferacéo
celular. As alteracdes do controle normal da proliferacdo celular sdo também um fator
significante no processo de tumorigénese, sendo entdo a dimensdo do crescimento
tumoral clinicamente importante. A quantificacdo da atividade proliferativa celular na

neoplasia tem sido alvo de varias investigacbes (FORONES et al., 1999). Desde o



desenvolvimento por Gerdes em 1984, o uso do anticorpo monoclonal Ki-67 tem se
tornado cada vez mais popular como método de mensuracdo de proliferacdo celular
(CHEN et al.,, 1997). O antigeno definido pelo anticorpo monoclonal Ki-67 € uma
proteina nuclear humana encontrada em todas as partes ativas do ciclo celular, sendo
largamente empregada como marcador de proliferagdo. O anticorpo monoclonal Ki-67
reconhece a parte labil do antigeno nuclear, o qual est4 presente nas células em
proliferacdo (nas fases G1, S, G2 e M) mas ndo em células na fase GO. O uso do Ki-67
esta restrito ao tecido a fresco, pois o epitope ndo sobrevive a fixacdo histologica de
rotina em formaldeido. A expressao imunohistoquimica do Ki-67 tem sido relacionada
com crescimento tumoral em varias neoplasias malignas. Entretanto, a correlacdo com
parametros clinico-patologicos tém sido inconsistente. Alguns estudos mostram
correlacdo significante entre o Ki-67 com progndstico clinicamente importante no
cancer colorretal, em parametros como diferenciacdo tumoral, metastase e invasao
local. Entretanto outros estudos mostram n&o haver esta relacdo. Investigadores tém
sugerido que a auséncia de correlacdo se deve a heterogeneidade do cancer colorretal
(ALLEGRA et al., 2003). Embora muitos estudos que avaliam a expressao do ki-67 nos
tumores primarios tenham falhado em demonstrar alguma correlagdo com prognadstico,
guando se trata de cancer colorretal com metastase hepatica o antigeno ki-67 tem
mostrado ser um bom indicador de sobrevida (SMITH et al., 2003).

Os resultados nédo uniformes observados na literatura, quanto a relacédo entre o
prognostico do adenocarcinoma colorretal e as expressdes imunohistoquimicas da p53
e bcl-2 associadas e também do Ki-67 estimulou a realizacdo desta pesquisa,
esperando-se, desta forma, poder contribuir para esta importante area do

conhecimento.



2 OBJETIVOS

Analisar as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 no
adenocarcinoma colorretal e correlaciona-las com os fatores prognésticos clinico-

patolégicos.



3 METODOS
3.1 Dados gerais

Através de um estudo clinico longitudinal retrospectivo, foram analisados 130
pacientes portadores de CCR operados no Hospital Sdo Paulo, na Disciplina de
Gastroenterologia Cirdrgica da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) —
Escola Paulista de Medicina (EPM), no periodo de maio de 2001 a marco de 2005
(anexo 1). Através de uma ficha de coleta de dados (anexo 2), foram arquivadas as
informacdes clinicas e patoldgicas obtidas nos prontuarios médicos. Como critérios de
inclusdo, foram considerados os pacientes operados eletivamente, com estadiamento
clinico pré-operatério, bem como os pacientes operados na urgéncia. Também foram
consideradas a auséncia de doencas crénicas degenerativas, bem como seguimento
clinico igual ou superior a seis meses ap0s a cirurgia para nao comprometer a
sobrevida. Os critérios de exclusdo foram: outras patologias malignas concomitantes,
CCR metacronico, tumores néo ressecados, uso prévio de terapia anti-neoplasica e
pacientes sem seguimento clinico pés-operatério. O projeto de pesquisa foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP-EPM, registrado com o
numero CEP 1431/05 (anexo 3).

O diagnodstico da doenca nos pacientes submetidos a cirurgia eletiva foi feito
através do exame proctolégico e de exames complementares, como enema opaco,
retossigmoidoscopia, colonoscopia, anatomopatoldgico e tomografia computadorizada
de abdome. Nos casos de cirurgia de urgéncia, em decorréncia de abdome agudo
obstrutivo, o diagndstico foi feito pela tomografia computadorizada de abdome e pela
laparotomia exploradora.

O estadiamento pré-operatorio foi realizado nos pacientes eletivos através de
exames clinicos e subsidiarios como: dosagem do CEA, radiografia simples de térax
nas incidéncias postero-anterior e perfil, colonoscopia, ultrassonografia do abdome e
tomografia computadorizada do abdome. Foi realizado o preparo pré-operatério
mecéanico do colon, bem como a administragéo profilatica de antimicrobianos em todos
0s pacientes, com exce¢do dos que foram tratados na urgéncia, onde ndo houve

preparo mecanico do célon e o antimicrobiano foi terapéutico.



A resseccao cirargica obedeceu aos preceitos oncoldgicos que objetivam evitar a
disseminacao da doenca, procurando-se realizar a excisdo do tumor com margens de
seguranca, procedendo a ligadura dos vasos mesentéricos na altura das emergéncias
das artérias principais, permitindo a retirada da pega cirirgica com 0 maior numero
possivel de ganglios linfaticos. Nos casos em que haviam tecidos ou 6rgaos aderidos
ao tumor, estes eram ressecados em monobloco com a peca cirdrgica.

O seguimento pos-operatério foi realizado através de avaliagdo clinica
ambulatorial periédica, dosagem do CEA, exames radiologicos e endoscépicos. Para a
avaliacdo da sobrevida foi considerada a Ultima consulta ou o Ultimo contato telefénico,
realizado no més de setembro de 2007.

Na Disciplina de Anatomia Patologica da UNIFESP-EPM foram realizados os
levantamentos dos laudos anatomopatologicos, a identificacdo dos blocos e das
laminas, a revisdo anatomopatologica das laminas por trés patologistas, as reacdes

imunohistoquimicas e a leitura das reac¢des dos antigenos p53, bcl-2 e Ki-67.
3.2 Caracteristicas da amostra

Foram analisados 82 pacientes, sendo 44 mulheres (53,7%) 38 homens (46,3%).
A idade variou de 29 a 89 anos, com média de 59 anos. O seguimento variou de 6 a 64
meses, com média de 35 meses.

Com relacdo a localizacdo, foram encontrados 27 casos (32,92%) de tumor em
coélon direito, 26 (31,71%) no reto, 19 (23,17%) no colon esquerdo, 8 (9,76%) no
transverso e 2 (2,44%) sincrénicos.

Foram realizadas 67 cirurgias eletivas (81,7%) e 15 de urgéncia(18,3%). Os

procedimentos cirlrgicos realizados estédo descritos na tabela 1.



Tabela 1 - Procedimentos cirurgicos realizados

Cirurgia Frequéncia Porcentagem(%)
Colectomia direita 30 36,58
Retossigmoidectomia abdominal 25 30,48
Amputacéo abdominoperineal do reto 6 7,32
Colectomia esquerda 5 6,1
Colectomia sub-total 5 6,1
Colectomia total 5 6,1
Transversectomia 2 2,44
Hartmann 2 2,44
Proctocolectomia 1 1,22
Colectomia segmentar 1 1,22
Total 82 100,0

Foi considerada curativa a resseccao cirirgica em que macroscopicamente nao
foi observada a presenca de doenca residual e 0o exame anatomo-patologico do
material de resseccéo cirirgica ndo demonstrou infiltracdo das margens de seguranca.
A resseccao foi considerada paliativa quando néo foi retirado todo o tecido neoplasico
existente ou houve confirmacdo anatomo-patologica de infiltracdo microscopica das
margens. Através do inventario intra-operatério da cavidade abdominal associado ao
resultado anatomopatoldégico do material de resseccdo cirdrgica, concluiu-se o
estadiamento final, que foi utilizado para fazer a projecdo do prognéstico. Obedecendo
0s critérios expostos, foram submetidos a cirurgia curativa 69 pacientes (84,1%) e a
cirurgia paliativa 13 (15,9%), sendo estes ultimos excluidos na andlise das variaveis

“recidiva”, “intervalo livre de doenga”, “sobrevida” e “mortalidade”.
O estadiamento dos tumores foi feito pela classificacédo internacional de tumores
malignos — TNM, adotada pela Unido Internacional contra o Cancer (UICC), cuja

distribuicdo esta representada na tabela 2.

Tabela 2 - Estadiamento dos tumores colorretais de acordo com a classificacéo
TNM

Estadio Frequéncia Porcentagem(%)
I 10 12,2
I 32 39,0
1 26 31,7
\Y 14 17,1

Total 82 100,0




De acordo com as recomenda¢Bes do Colégio Americano de Patologia, os
tumores bem e moderadamente diferenciados foram agrupados e denominados como
de baixo grau de malignidade, enquanto que os tumores mal diferenciados e
indiferenciados foram agrupados e denominados como de alto grau de malignidade.
Desta forma, o grau de diferenciacdo celular dos tumores, que foram classificados

como de baixo grau e alto grau, esta representado na tabela 3.

Tabela 3 - Grau de diferenciacéo celular dos tumores colorretais

Grau de diferenciagéo Frequéncia Porcentagem(%)
Baixo grau 78 95,1

Alto grau 4 4,9

Total 82 100,0

Considerou-se como intervalo de tempo livre de doenca o periodo de tempo,
contado a partir da cirurgia curativa, em que ndo houve recidiva tumoral, local ou a
distancia. O intervalo de tempo livre de doenca variou de 6 a 64 meses.

A recidiva foi estabelecida como o retorno da doenca neoplasica apos um
intervalo de tempo livre de doenca, que ocorreu localmente ou a distancia. Os tumores
metacronicos foram aqueles localizados em outros segmentos do colon, diagnosticados
durante o seguimento e ndo foram considerados metastases do tumor primario. Foram
observados 18 pacientes (21,95%) com recidiva durante o seguimento.

Foi considerada sobrevida como o intervalo de tempo decorrido entre a cirurgia
curativa e a data da ultima consulta, do ultimo contato telefénico, ou ainda a ocorréncia
de Obito do paciente. O tempo minimo adotado por este estudo foi de 6 meses, com a
sobrevida variando de 6 a 64 meses.

A mortalidade especifica foi definida como o percentual de mortes ocorridas em
decorréncia do cancer colorretal Nesta amostra ocorreram 16 Obitos até setembro de

2007, representando uma taxa de mortalidade de 19,5%.
3.3 Imunohistoquimica

Os tecidos de carcinoma colorretal e de mucosa néo tumoral adjacente, obtidos

de pecgas cirurgicas, foram fixados em formalina 10% e processados rotineiramente
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pelo método de inclusdo em parafina para analise histologica. Cortes histolégicos com
3 um de espessura de cada bloco, corados pela hematoxilina-eosina, foram revisados
por trés patologistas para a confirmacdo do diagndstico, reavaliacdo dos achados
histopatologicos e para a selecdo dos sitios para retirada dos cilindros de tecidos
utilizados na construcdo do arranjo em matriz de amostras teciduais (tissue microarray
- TMA). Foi preparado mapa em planilha de Excel com a localizag&o e identificagéo das
amostras de tecidos para a construgcdo do bloco de TMA, e para orientar a leitura
posterior das reag¢des imunohistoquimicas. Usando aparelho Beecher™ (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, USA) foram confeccionados blocos de TMA, conforme
especificacdes do fabricante, seguindo-se as seguintes etapas: 1. Marcacdo da area
selecionada no respectivo bloco de parafina; 2. Utilizacdo do aparelho para criar
espaco vasado (“casela”) no bloco receptor; 3. Extragdo de um cilindro tecidual de 1
mm de diametro do bloco doador da area de interesse previamente selecionada; 4.
Transferéncia do cilindro tecidual obtido do bloco doador para a “casela” previamente
criada no bloco receptor; 5. Progressédo, em fracbes de milimetros, a novas posicdes
dentro do bloco receptor, de modo a criar coletdnea de amostras teciduais seguindo
disposicdo matricial; 6. Avaliacdo da qualidade do bloco final para armazenamento.
Para adeséo dos cortes dos blocos de TMA nas laminas foi utilizado sistema de fitas
adesivas (Instrumedics Inc, Hackensak, NJ, USA). As amostras foram cortadas com
espessura de 4 uym, sendo usado pequeno rolo para pressionar o corte na fita. O corte
histolégico aderido foi posteriormente colocado sobre [amina revestida por resina (parte
do “kit” do sistema de fita adesiva), e pressionada com o mesmo rolo, para melhor
aderéncia do corte. Em seguida, as laminas com os cortes histolégicos aderidos as
fitas foram colocadas em luz ultra-violeta por 20 min, passando, em seguida, por
solucéo solvente TPC, por mais 20 min. Apds secas, as fitas adesivas foram retiradas e
as laminas estocadas a menos 80°C, até a realizacdo da técnica imunohistoquimica. A
escolha do sitio incluiu a localizacdo da area de maior marcacao (hot spot) e contagem
de 200 células nesta éarea. Para garantir a representatividade, de cada area
selecionada no bloco doador foram coletadas ao menos duas amostras, sendo, cada
uma delas, representada em dois pontos diferentes de um mesmo bloco receptor,
formando imagem em espelho das amostras. Quando, mesmo com a dupla
representacdo, as amostras ndo eram representativas do tecido em questdo, novas
amostras foram coletadas dos blocos doadores e construidos blocos receptores

adicionais.
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Para a reacdo imunohistoquimica (IHQ), foi utilizado o método da estreptavidina-
biotina, que se baseia na capacidade da estreptavidina ligar-se a biotina. Os anticorpos
primarios utilizados para o estudo foram: anticorpo monoclonal anti-bcl-2 (Santa Cruz
Biotechnology), na diluicdo 1:1000; anticorpo monoclonal anti-p53 (Bp53-12, sc-263)
(Santa Cruz) na diluicdo 1:1500 e anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (clone MIB-1,
M7240) (DakoCytomation) na diluicdo 1:100. O sistema de amplificacdo utilizado na
reacao foi o kit LSAB+System, HRP (DAKO, CA-USA). Para revelagédo da reacao foi
utilizado como substrato o peréxido de hidrogénio (H202), mais o agente cromogénico
3,3'Diaminobenzidine-DAB (Sigma Chemical CO-USA), sendo finalmente contracorado
com hematoxilina de Harris.

O padrao de positividade para os anticorpos primarios antiproteinas da p53 e da
bcl-2 foi o aparecimento de coloragdo marrom-acastanhada no citoplasma da célula.
Para o anticorpo primario anti-Ki-67, considerou-se o aparecimento de coloragéo
nuclear castanho-escura. Foi usada como controle positivo, lamina contendo cortes
histolégicos comprovados anteriormente como positivos para os marcadores utilizados.
A mesma lamina foi usada como controle negativo subtraindo-se o anticorpo primario
da reacdo.

Os critérios adotados para avaliagdo dos marcadores p53, bcl-2 e Ki-67
basearam-se na utilizacdo de um escore categodrico, que predeterminou o valor de
corte na percentagem de células coradas no tumor. Foram considerados como
positivos 0s casos que tiveram valor superior a dez (10%) e negativos 0s casos que
apresentaram valor igual ou inferior a dez (10%). Os trés avaliadores fizeram as leituras
das laminas de forma independente e ndo tiveram acesso aos dados clinicos dos
pacientes. A concordancia entre os resultados apresentados por eles foi superior a
90% e os casos discordantes foram reavaliados em conjunto pelos patologistas, que

decidiram em consenso (figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1 - Fotomicrografias da expressao imunohistoquimica da p53 no
tumor. A: Positiva (HE, 400x). B e C: Negativas (HE, 100x).
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Figura 2 - Fotomicrografias da expressdo imunohistoquimica da bcl-2. A:
Positiva no tecido tumoral; B: Negativa no tumor; C: Positiva ha mucosa
adjacente; D: Negativa na mucosa adjacente (HE, 400x). No detalhe da figura
A, amostra do TMA em visdo panoramica.
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Figura 3 - Fotomicrografias da expressdo imunohistoquimica da Ki-67 no
tumor. A: Positiva (IPC, 400x). B e C: Negativas (IPC, 200x e 100x).

3.4 Andlise estatistica

As expressdes imunohistoquimicas teciduais dos marcadores nos tumores e as
associacdes individuais e em conjunto com as variaveis representadas pelo grau de
diferenciacdo celular, estadiamento, recidiva e morte especifica, foram analisadas
empregando-se o teste do qui-quadrado.

Quando se estudou as expressdes imunohistoquimicas teciduais dos marcadores
nos tumores e as associagfes individuais e em conjunto com o intervalo livre de

doenca e a sobrevida, foi utilizado o método da tdbua de vida de Kaplan-Meier. Para
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testar a significancia das diferengas entre as curvas do tempo livre de doenca e da
sobrevida foram usados os testes de Logrank e Wilcoxon (verséo Breslow).

Foi instituido o limite de p < 0,05 para rejeicdo da hipotese de nulidade,
destacando-se os valores estatisticos considerados significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67

Foi analisada a expressao tumoral da p53, bcl-2 e Ki-67 em todos os 82 doentes.
A expressao imunohistoquimica da p53 foi positiva em 70 tumores (85,4%) e negativa
em 12 (14,6%). A bcl-2 teve a sua expressao imunohistoquimica positiva em 26
tumores (31,7%) e negativa em 56 (68,3%). A expressdo imunohistoquimica da Ki-67

foi positiva em 62 tumores (75,6%), sendo em 20 (24,4%) negativa (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicédo das expressdes imunohistoquimicas
da p53, bcl-2 e Ki-67

p53 bcl-2 Ki-67

n (%) n (%) n (%)
Positiva 70 (85,4) 26 (31,7) 62 (75,6)
Negativa 12 (14,6) 56 (68,3) 20 (24,4)
Total 82 (100,0) 82 (100,0) 82 (100,0)
n: Namero %: Percentagem

4.2 Correlacdo das expressfes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 com a

recidiva
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Houve a recidiva do tumor em 18 pacientes. A imunoexpressao da p53 foi
positiva em 16 tumores recidivados (88,9%) e negativa em 2 (11,1%), sendo p = 0,460.
A bcl-2 teve a sua imunoexpressao positiva em 5 casos de recidiva tumoral (27,8%) e
negativa em 13 (72,2%), com p = 0,479. A imunoexpressao da Ki-67 foi positiva em 10
tumores recidivados (55,6%) e negativa em 8 (44,4), sendo p = 0,035, resultado

estatisticamente significante (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo das expressdes imunohistoquimicas da
p53, bcl-2 e Ki-67 relacionada com a recidiva

p53 bel-2 cig7 P belzek:
67
N (%) n (%) n (%) n (%)

Positiva 16 (88,9) 5(27,8) 10 (55,6) 3(16,7)
Negativa 2(11,1) 13(72,2) 8(44,4) 15 (83,3)
Total 18 (100,0) 18 (100,0) 18 (100,0) 18 (100,0)
Teste exato de Fisher p= 0,460 p= 0,479 p= 0,035* p= 0,275

n: Numero %: Percentagem

4.3 Correlacdo das expressfes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 com a

mortalidade

Dos 16 pacientes que foram a Obito durante o periodo de seguimento pés-
operatorio, a expressdo imunohistoquimica da p53 relacionada com a mortalidade foi
positiva em 14 pacientes (87,5%) e negativa em 2 (12,5%), sendo p = 0,572. A bcl-2
teve a sua expressao imunohistoquimica positiva em 6 pacientes (37,5%) e negativa
em 10 (62,5%), com p = 0,391. A expressao imunohistoquimica da Ki-67 foi positiva
em 12 pacientes (75,0%) e negativa em 4 (25,0%), sendo p = 0,589 (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribui¢cdo das expressdes imunohistoquimicas da
p53, bcl-2 e Ki-67 relacionada com a mortalidade

P53 bel-2 ey POy Pelzel
67

n (%) n (%) n (%) n (%)
Positiva 14 (87,5%) 6 (37,5 12 (75,0%) 4 (25,0)
Negativa 2 (12,5) 10 (62,5) 4 (25,0) 12 (75,0)
Total 16 (100,0) 16 (100,0 16 (100,0) 16 (100)
Teste exato de Fisher p=0,572 p=0,391 p =0,589 p=0,613
n: Nimero %:Percentagem

4.4 Correlacdo da expressdo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 com o

intervalo livre de doenca

A meédia do intervalo livre de doenca nos pacientes com a expressao
imunohistoquimica da p53 positiva foi de 56,0 meses, variando de 51,3 a 60,8 meses.
Quando a expressdo imunohistoquimica foi negativa, a média foi de 47,3 meses, com
variacao entre 37,6 a 57,0 meses. O resultado ndo mostrou diferenca significante entre

as médias, sendo p53 = 0,637 (Gréfico 1 e tabela 7).
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Grafico 1 — Curva do intervalo livre de doenca relacionada com a expresséao
imunohistoquimica da p53
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Tabela 7 — Média de intervalo livre de doenca relacionada com a
expressdo imunohistoquimica da p53

p53 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 56,0 51,3-60,8
Negativo 47,3 37,6 -57,0

p= 0,637 (Teste de Wilcoxon — versao Breslow)

A média do intervalo livre de doenca nos pacientes com a expressao
imunohistoquimica da bcl-2 positiva foi de 49,5 meses, variando de 42,9 a 56,1 meses.
Quando a expressédo imunohistoquimica foi negativa, a média foi de 55,4 meses, com
variacéo entre 50,0 a 60,8 meses. O resultado ndo mostrou diferenca significante entre

as médias, sendo p = 0,746 (Grafico 2 e Tabela 8).



20

Grafico 2 - Curva do intervalo livre de doenca relacionada com a expressao
imunohistoquimica da bcl-2
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Tabela 8 — Média de intervalo livre de doenca relacionada com a expresséao
imunohistoquimica da bcl-2

bcl-2 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 49,5 42,9 - 56,1
Negativo 55,4 50,0 - 60,8

p= 0,746 (Teste de Wilcoxon — versao Breslow)

A média do intervalo livre de doenca nos pacientes com a expressao
imunohistoquimica da Ki-67 positiva foi de 51,9 meses, variando de 48,1 a 55,7 meses.

Quando a expressédo imunohistoquimica foi negativa, a média foi de 49,3 meses, com
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variacdo entre 38,4 a 60,2 meses. O resultado ndo mostrou diferenga significante entre

as médias, sendo p = 0,108 (Gréfico 3 e Tabela 9).

Grafico 3 - Curva do intervalo livre de doenca relacionada com a expressao
imunohistoquimica da Ki-67
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Tabela 9 — Média de intervalo livre de doenca relacionada com a
expressdo imunohistoquimica da Ki-67

Ki-67 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 51,9 48,1 — 55,7
Negativo 49,3 38,4 - 60,2

p= 0,108 (Teste de Logrank)

A média do intervalo livre de doenca nos pacientes com a expressao
imunohistoquimica associada da p53, bcl-2 e Ki-67 positivas foi de 53,7 meses,
variando de 49,5 a 57,8 meses. Quando a expressao imunohistoquimica associada foi
negativa, a media foi de 54,0 meses, com variagao entre 48,4 a 59,5 meses, sendo p =
0,199, ndo havendo diferenca significante entre as médias (Gréafico 4 e Tabela 10).

Grafico 4 - Curva do intervalo livre de doenca relacionada com a expressao
imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 associadas
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Tabela 10 — Média de intervalo livre de doenca relacionada com a expressao
imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 associadas

p53, bcl-2 e o )
_ Média Intervalo de confianca de 95%
Ki-67
Positivo 53,7 49,5 - 57,8
Negativo 54,0 48,4 — 59,5

p= 0,199 (Teste de Logrank)
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4.5 Correlacdo da expressdo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 com a

sobrevida

A média da sobrevida nos pacientes com expressao imunohistoquimica da p53

positiva foi de 54,0 meses, com variacao de 49,4 a 58,7 meses. Nos pacientes com a

expressdo imunohistoquimica negativa a média foi de 47,3 meses, com variacao de

37,8 a 56,9 meses; resultado ndo estatisticamente significante (Gréafico 5 e Tabela 11).
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Grafico 5 - Curva da expressao imunohistoquimica da p53 relacionada com a
sobrevida
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Tabela 11 — Média da expressao imunohistoquimica da p53 relacionada com a
sobrevida

p53 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 54,0 49,4 — 58,7
Negativo 47,3 37,8 -56,9

p= 0,966 (Teste de Wilcoxon — versao Breslow)

A média da sobrevida nos pacientes com expressao imunohistoquimica da bcl-2

positiva foi de 45,9 meses, com variagao de 38,9 a 52,9 meses. Nos pacientes com a
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expressdo imunohistoquimica tumoral negativa a média foi de 55,0 meses, com
variagdo entre 50,0 a 60,1 meses; resultado ndo estatisticamente significante (Grafico 6
e Tabela 12).

Gréafico 6 - Curva da expressédo imunohistoquimica da bcl-2 relacionada com a
sobrevida
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Tabela 12 — Média da expressao imunohistoquimica da bcl-2 relacionada com a
sobrevida

Bcl-2 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 45,9 38,9-52,9
Negativo 55,0 50,0 - 60,1

p= 0,507 (Teste de Logrank)
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A média da sobrevida nos pacientes com a expressao imunohistoquimica da Ki-
67 positiva foi de 48,9 meses, com variacao de 44,8 a 53,0 meses. Nos pacientes com
a expressao imunohistoquimica negativa a média foi de 53,5 meses, com variagédo
entre 44,3 a 62,7 meses; resultado ndo estatisticamente significante (Grafico 7 e
Tabela 13).

Grafico 7 - Curva da expressédo imunohistoquimica da Ki-67 relacionada com a
sobrevida

1,0

_C)
0
1
+
4

Ki67 positiva

Ki67 negativa

o
(=]
1

Proporgao de sobreviventes
-
1

o
ro
1

0,04

|
0 20 40 60
Meses apos o tratamento



27

Tabela 13 — Média da expressdo imunohistoquimica da Ki-67 relacionada com a
sobrevida

Ki-67 Média Intervalo de confianca de 95%
Positivo 48,9 44,8 — 53,0
Negativo 53,5 44,3 - 62,7

p= 0,723 (Teste de Wilcoxon — versao Breslow)

A média da sobrevida nos pacientes com a expressdo imunohistoquimica
associada da p53, bcl-2 e Ki-67 positiva foi de 48,3 meses, com variacao de 41,6 a
55,0 meses. Nos pacientes com a expressédo imunohistoquimica associada negativa a
média foi de 54,0 meses, com variacdo entre 48,9 a 59,0 meses; resultado nao

estatisticamente significante (Grafico 8 e Tabela 14).
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Grafico 8 - Curva da expressdo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67
associadas relacionada com a sobrevida
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Tabela 14 — Média da expressédo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67
associadas relacionada com a sobrevida

bcl-2, p53 e o )
. Média Intervalo de confianca de 95%
Ki-67
Positivo 48,3 41,6 — 55,0
Negativo 54,0 49,9 - 59,0

p= 0,728 (Teste de Wilcoxon — versao Breslow)
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4.6 Correlagdo da expressédo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 com o grau

de diferenciagéo celular

A associacdo da expressdo imunohistoquimica da p53 positiva foi de 84,6% (66
de 78 casos) nos tumores com baixo grau de diferenciacéo celular e na totalidade dos
casos de alto grau de diferenciacdo (4/4). Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre as associa¢des (Tabela 15).

Tabela 15 — Distribuicdo da expressdo imunohistoquimica da p53 relacionada
com o grau de diferenciagéao celular

Baixo grau Alto grau Total
n (%) n (%) n (%)
Positiva 66 (84,6) 4 (100,0) 70 (85,4)
Negativa 12 (15,4) 0 (0,0) 12 (14,6)
Total 78 (100,0) 4 (100,0) 82 (100,0)
n: Numero %: Percentagem p= 0,524 (Teste exato de Fisher)

A associacdo da expressao imunohistoquimica da bcl-2 positiva foi de 32,1%
(25 de 78 casos) nos tumores com baixo grau de diferenciacao celular e em 67,9% (53
de 78) nos casos de alto grau de diferenciacdo. Nao houve diferenca estatisticamente

significante entre as associacfes (Tabela 16).
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Tabela 16 — Distribuicdo da expressdo imunohistoquimica da bcl-2 relacionada
com o grau de diferenciagédo celular

Baixo grau Alto grau Total
n (%) n (%) n (%)
Positiva 25 (32,1) 53 (67,9) 78 (95,1)
Negativa 1(25,0) 3 (75,0) 4 (4,9)
Total 26 (100,0) 56 (100,0) 82 (100,0)
n: Nimero %: Percentagem p= 0,622 (Teste exato de Fisher)

A associacao da expressdo imunohistoquimica da Ki-67 positiva foi de 74,4%
(58 de 78 casos) nos tumores com baixo grau de diferenciacéo celular e em 25,6% (20
de 78) nos casos de alto grau de diferenciacdo. Nao houve diferenca estatisticamente

significante entre as associacdes (Tabela 17).

Tabela 17 — Distribuicdo da expressao imunohistoquimica da Ki-67 relacionada
com o grau de diferenciacado celular

Baixo grau Alto grau Total
n (%) n (%) n (%)
Positiva 58 (74,4) 4 (100,0) 62 (75,6)
Negativa 20 (25,6) 0 (0,0) 20 (24,4)
Total 78 (100,0) 4 (100,0) 82 (100,0)
n: Numero %: Percentagem p= 0,319 (Teste exato de Fisher)

A associagdo da expressao imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 positiva foi
de 25,6% (20 de 78 casos) nos tumores com baixo grau de diferenciacéo celular e em
74,4% (58 de 78) nos casos de alto grau de diferenciacdo. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre as associacoes (Tabela 18).
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Tabela 18 — Distribuicdo da expresséo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67
associadas relacionada com o grau de diferenciagao celular

P53, bcl-2 e Baixo grau Alto grau Total
Ki-67
n (%) n (%) n (%)
Positiva 20 (25,6) 1(25,0) 21 (25,6)
Negativa 58 (74,4) 3 (75,0) 61 (74,4)
Total 78(100,0) 4(100,0) 82 (100,0)
n: Ndmero %: Percentagem p= 0,702

4.7 Correlacdo da expressdo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 com o

estadiamento TNM

Com relacéo ao estadiamento, a expressdo imunohistoquimica da p53 positiva
foi de 90,0% (9 de 10 casos) nos tumores com estadiamento I, 87,5% (28 de 32) nos
tumores com estadiamento II, 73,1% (19 de 26) nos tumores com estadiamento Il e
100,0 % (14 de 14) naqueles com estadiamento IV. N&o houve diferenca

estatisticamente significante entre as associacdes (Tabela 19).

Tabela 19 — Distribuicdo da expressdo imunohistoquimica da p53 relacionada
com o estadiamento TNM

| I i IV Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Positiva 9(90,00 28(87,5) 19(73,1) 14 (100,0) 70 (85,4)
Negativa 1(10,00  4(125)  7(26,9) 0 (0,0) 12 (14,6)
Total 10 (100,0) 32 (100,0) 26 (100,0) 14 (100,0) 82 (100,0)

n: Namero %: Percentagem p= 0,120 (qui quadrado de Pearson)
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A associacdo da expressdo imunohistoquimica da bcl-2 positiva com o
estadiamento foi de 30,0% (3 de 10 casos) nos tumores com estadiamento |, 40,6%
(13 de 32) nos tumores com estadiamento Il, 26,9% (7 de 26) nos tumores com
estadiamento Il e 21,4% (3 de 14) naqueles com estadiamento IV. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre as associacoes (Tabela 20).

Tabela 20 — Distribuicdo da expressao imunohistoquimica da bcl-2 relacionada
com o estadiamento TNM

I I 1 v Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Positiva 3(30,0) 13 (40,6) 7 (26,9) 3(21,4) 26 (31,7)
Negativa 7 (70,0) 19 (59,4) 19 (73,1) 11 (78,6) 56 (68,3)
Total 10 (100,0) 32 (100,0) 26 (100,0) 14 (100,0) 82 (100,0)
n: Namero %: Percentagem p= 0,542 (qui quadrado de Pearson)

A associacdo da expressdo imunohistoquimica da Ki-67 positiva com o
estadiamento foi de 70,0% (7 de 10 casos) nos tumores com estadiamento |, 84,4%
(27 de 32) nos tumores com estadiamento Il, 69,2% (18 de 26) nos tumores com
estadiamento Il e 71,4% (10 de 14) naqueles com estadiamento IV. Ndo houve

diferenca estatisticamente significante entre as associacdes (Tabela 21).
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Tabela 21 - Distribuicdo da expressdo imunohistoquimica da Ki-67 relacionada
com o estadiamento TNM

I I 11 v Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Positiva 7(70,0)  27(84,4) 18(69,2) 10(71,4) 62 (75,6)
Negativa 3(30,0) 5 (15,6) 8 (30,8) 4 (28,6) 20 (24,4)
Total 10 (100,0) 32(100,0) 26 (100,0) 14 (100,0) 82 (100,0)
n: Namero %: Percentagem p= 0,523 (qui quadrado de Pearson)

A associacao da expressao imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67 positiva com
o estadiamento foi de 30,0% (3 de 10 casos) nos tumores com estadiamento |, 34,4%
(11 de 32 casos) naqueles com estadiamento Il, 15,4 (4 de 26 casos) nos com
estadiamento 1l e 21,4 (3 de 14 casos) naqueles com estadiamento V. Nao houve

diferenca estatisticamente significante entre as associacdes (Tabela 22).
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Tabela 22 — Distribuicdo da expressdo imunohistoquimica da p53, bcl-2 e Ki-67
associadas relacionadas com o estadiamento TNM

P53 bcl-2 e I I 11 v Total
Ki-67 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Positiva 3(30,0) 11 (34,4) 4 (15,4) 3(21,4) 21 (25,6)
Negativa 7 (70,0) 21(656) 22(84,6  11(78,6) 61 (74,4)
Outras
associacdes
Total 10 (100,0) 32(100,0) 26 (100,0) 14 (100,0) 82 (100,0)
n: Namero %: Percentagem p=0,399 (qui quadrado de Pearson)

4.8 Sintese dos resultados

A sintese dos resultados obtidos nesta investigacdo esta apresentada no quadro
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Quadro 1 — Distribuicdo dos resultados da expressdo imunohistoquimica dos
marcadores p53, bcl-2 e Ki-67 relacionados com o estadiamento TNM, grau de
diferenciacao celular, recidiva, intervalo livre de doenga, sobrevida e mortalidade.

P53-,
P53+ P53- | bcl-2+ | bcl-2- | Ki-67+ | Ki-67- Ei?; bcl-2-
. e Ki-
@ | @ | @ | @) | @) | @) |2K e
67 (%)
(%)
Estadiamento
| 1 7 7 7
(TNM) 90,0 0,0 30,0 0,0 0,0 30,0 30,0 0,0
P53 p= 0,120 I 87,5 12,5 | 40,6 594 | 844 | 256 34,4 65,6
bcl-2 p= 0,542
1] 73,1 26,9 26,9 73,1 69,2 30,8 15,4 84,6
Ki-67 p= 0,523
ps3, bcl-2 e Ki- | v 100,0 | 0,0 214 | 786 | 714 | 286 | 21,4 | 78,6
67 p= 0,399
Grau de
diferenciacao Baixo
celular grau 84,6 15,4 32,1 25,0 74,4 100,0 25,6 74,4
p53 p= 0,524
bcl-2 p=0,622
Ki-67 p= 0,319 Alto
grau 100,0 0,0 67,9 75,0 25,6 0,0 25,0 75,0
p53, bcl-2 e Ki-
67 p= 0,702
Intervalo livre de p= 0,637 0,746 p =0,108 p =0,199
doenca
Recidiva p= 0,460 p=0,479 p = 0,035 p=0,275
Sobrevida p = 0,966 p=0,507 p= 0,723 p= 0,728
Mortalidade p=0572 p=0,391 p=0,589 p=0,613

%: Percentagem
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5 DISCUSSAO

5.1 Marcadores progndésticos de tumor

O estado anatomo-patolégico do CCR baseado no sistema TNM (Tumor-Ndédulo-
Metastase) € a base atual do progndéstico e da decisdo pelo tratamento adjuvante,
sendo aceito que 0 mais importante fator de determinacéo de ressecc¢do curativa € a
auséncia de linfonodos e metastase a distancia (VIEIRA et al.,, 2004). Embora
individuos em estado precoce do CCR sejam excluidos de quimioterapia adjuvante por
resseccao potencialmente curativa do tumor, 20 a 30% apresentam recorréncia da
doenca, sugerindo que o estadiamento anatomo-patolégico, por si sO, seja incapaz de
assegurar o prognostico do paciente (RESNICK et al., 2004). Portanto, a pesquisa de
marcadores moleculares é importante para avaliacdo do prognostico, como também
para a alocacao de individuos em protocolos apropriados de tratamento (ALLEGRA et
al., 2002). A identificacdo de lesGes génicas responsaveis pela carcinogénese poderia
criar um novo sistema de estadiamento baseado na biologia molecular, que aumentaria
a acuracia em prever o prognostico de um individuo com cancer. Da mesma forma, a
identificacdo de marcadores moleculares que determinem o comportamento e a
agressividade do tumor € um passo necessario para a melhoria do tratamento dos
canceres (SAHA et al., 2002). Entretanto, poucos marcadores individuais que fornecem
informacdo sobre o prognoéstico tém sido identificados, sendo alguns com valor
limitado, porque os tumores frequentemente expressam multiplos proto-oncogens,
genes supressores e antigeno onco-fetal, cada um contribuindo para a progressao
tumoral e metastase. Desta forma, um melhor entendimento do comportamento tumoral
e da sua agressividade pode ser adquirido examinando-se a expressao
imunohistoquimica de multiplos marcadores (MANNE et al., 1997). O marcador
molecular pode ser a base para uma decisdo mais econdmica e precisa para 0
prognostico e terapia adjuvante apropriada. A procura de marcadores moleculares que
prevejam o progndstico e identifiquem tipos populacionais para regimes especificos de
tratamento tem sido o maior foco das pesquisas em CCR nos ultimos anos (RESNICK
et al., 2004).
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Este estudo analisou proteinas envolvidas diretamente na tumorigénese celular,
relacionadas a apoptose e proliferacdo celular, cuja literatura tem atribuido as mesmas
a possibilidade de serem utilizadas como marcadores de prognéstico do CCR.

O p53 é um gene supressor tumoral classico, que age na regulacdo do
desenvolvimento e do crescimento celular. Na existéncia de defeitos celulares
genéticos, o0 gene p53 tanto pode promover o retardo da divisao celular para permitir o
reparo dos genes, quanto pode induzir a apoptose, na vigéncia de defeitos nao
passiveis de correcdo. O gene supressor de tumor p53 codifica uma fosfoproteina
nuclear cuja disfuncdo contribui para a agressividade do tumor. Danos no DNA
promovem a ativacdo da p53, com consequente super expressao da mesma. Com a
ativacdo da p53, o ciclo celular é parado em G1 para reparo do DNA. Depois de
realizado o reparo, a p53 aumenta transcricdo da proteina mdm-2, que se associa a
p53, revertendo o bloqueio do ciclo celular. Uma vez que néo haja reparo do DNA, &
ativada a apoptose. Mutacdes em p53 possibilitam que células danificadas ndo sejam
reparadas e progridam o ciclo celular (PINHAL et al., 2005). O p53 é o mais
frequentemente gene alterado nos tumores solidos humanos, especialmente no CCR.
Aproximadamente 42 a 69% dos CCR apresentam positividade para o p53 (ADROVER
et al., 1999).

A homeostase da célula requer um delicado equilibrio entre a morte e a reparacéo
celular. Genes da familia bcl-2 codificam proteinas que tém um papel na inibicdo da
promocdo da apoptose. Acredita-se que a bcl-2 bloqueia a apoptose nos estagios
precoces da carcinogénese. A expressao imunohistoquimica da bcl-2 tem sido
associada com um melhor curso clinico que a transformacédo neoplasica relatada com a
inibicAo da apoptose, podendo resultar em tumores menos agressivos (ZHAO et al.,
2005).

A quantificacdo da atividade proliferativa celular tem sido alvo de vérias
investigacfes. O antigeno Ki67 estd imunoexpresso em todas as fases do ciclo celular.
Um aumento da atividade proliferativa estd associado com um maior potencial maligno
no CCR, estando a Ki-67 relacionada com pior progndstico nos parametros
histopatolégicos do CCR, associando-se com metastase linfonodal, baixa
diferenciacao celular tumoral e com tumores maiores que 2,0 cm (SALEH et al., 2000).

A expressdo imunohistoquimica do p53, bcl-2 e Ki-67, neste estudo, foi realizado
individualmente e em grupo nos tumores colorretais. Os resultados foram relacionados

com a recidiva, mortalidade, intervalo livre de doenca, sobrevida, grau de diferenciacao
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celular e estadiamento. N&o foi encontrada associagdo entre os marcadores e 0s
fatores relacionados individualmente ou em grupo, com excecao do Ki-67, cuja
expressdo imunohistoquimica positiva quando comparada a negativa, apresentou
resultado estatisticamente significante para a recidiva tumoral. Este achado pode
representar o marcador associado ao prognostico do CCR.

5.2 Arecidiva e as expressfes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 no CCR

Ndo houve achados estatisticamente significantes quando se observou a
distribuicdo da expressdo imunohistoquimica tumoral da p53 e da bcl-2 relacionando
com a recidiva. Contrariamente ao que foi encontrado neste estudo, GALIZIA et al.
(2004) mostrou em sua pesquisa que a p53 é um forte marcador molecular de
recorréncia, observando em 65 pacientes que a expressao imunohistoquimica da p53
apresentou alta reatividade em todos os pacientes, com 92% de recorréncia do tumor
em 5 anos. Entretanto, varios estudos mostram que a p53, apesar de ser o marcador
molecular mais frequentemente imunoexpresso no CCR, ndo tem correlagdo com a
recidiva deste tumor (RAU et al,. 2003). Ja a bcl-2 é correlacionada com a recidiva por
alguns autores (NEHLS et al., 2007), embora outros trabalhos apresentem o mesmo
resultado que este estudo (LUSTOSA et al., 2005). Com relacao a Ki-67, esta pesquisa
mostrou uma correlacdo estatisticamente significante da expressédo imunohistoquimica
desta proteina com a recidiva (p=0,035). Este resultado esta de acordo com ISHIDA et
al. (2003), cujo estudo mostra que apesar do uso do Ki-67 como fator preditivo de
sobrevivéncia nos tumores primarios € limitado, sua atividade proliferativa foi
significante quando do aparecimento de metastase linfonodal e hepéatica, sugerindo que
a sua expressao imunohistoquimica pode se mostrar um util marcador de progndstico
no CCR. Esta hipotese é reafirmada por CHEN et al. (1997), que mostrou a Ki-67
significantemente associada com recidiva do CCR. Entretanto, outros estudos
contestam estes achados, ao afirmarem que a Ki-67 ndo tem relacdo com o
prognostico no CCR (HASHIMOTO et al., 2006). No CCR, altos niveis de Ki-67 tem
sido correlacionada com a sobrevida. A expressao imunohistoquimica da Ki-67 é um
método simples e Util para estimar a atividade proliferativa. A importancia da Ki-67
como um indicador do comportamento do tumor néo € clara. No CCR esse indice pode

ser utilizado como um marcador de prognostico (OSHIMA et al., 2005). Quando se
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correlacionaram as trés proteinas juntas, ndo houve diferenca estatisticamente

significante com a recidiva tumoral.

5.3 A mortalidade especifica e as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e
Ki-67 no CCR

Neste estudo 16 pacientes faleceram em decorréncia do CCR, sendo a
mortalidade especifica sem significAncia estatistica, quando correlacionada com as
expressfes imunohistoquimicas em separado e em conjunto. Este achado é
semelhante ao apresentado por LUSTOSA et al. (2005), que estudou a p53 e a bcl-2
separadas e em conjunto. Com relacdo a Ki-67, esta variavel nao foi analisada na

literatura consultada.

5.4 O tempo livre de doenca e as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2, e
Ki-67 no CCR

N&ao houve significancia estatistica com o tempo livre de doenca quando estes
marcadores foram correlacionados em separado e em conjunto. Este achado esta de
acordo com o que foi mostrado por KIM et al. (2007), num estudo de 542 pacientes.
Por outro lado, GARRITY et al. (2004), apesar de mostrar dados semelhantes para a
p53 e bcl-2, apresentou resultado diferente para a Ki-67, quando concluiu em seu
estudo que este marcador esta fortemente associado com um aumento do tempo livre

de doenca.

5.5 A sobrevida e as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2, e Ki-67 no
CCR

Quando esta variavel foi analisada, ndo houve resultado estatisticamente
significante quando estudados individualmente ou em conjunto. Anormalidades da p53
tém sido relevantes no CCR, mas os resultados tém sido conflitantes (ANEJA et al.,

2007). Tais resultados conflitantes podem ser obtidos por multipos fatores, entre eles
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diferentes tipos de anticorpos, método de fixacao, diferenca na deteccédo e marcacao,
além de numero de pacientes incluidos (PEREIRA et al., 1997). De fato, diversos
estudos mostram a inconsisténcia dos resultados com a p53, uma vez que uns
mostram a relacdo entre a p53 e a sobrevida, enquanto outros ndo (POPAT et al.,
2006; RAU et al., 2003). Como a p53 estéa relacionada com a apoptose, ndo é de se
estranhar a sua super expressao. Tal fato j& havia sido descrito por SAMOWITZ et al.
(2002), que num estudo de 1464 casos identificou correlagdo estatisticamente
significante entre p53 e pior prognostico, estagios avancados e tumores distais.
Também em uma analise de sobrevivéncia durante 10 anos de observacdo mostrou
pior prognéstico quando a expressao da p53 esta aumentada (PALUSZKIEWICZ et al.,
2004).

Com relagdo a bcl-2, os estudos também s&o conflitantes nos resultados
envolvendo sobrevida. A dificuldade na interpretacdo da literatura reside no fato do uso
de diferentes sistemas de estagios ou pequenos grupos em diferentes estagios
(ZAVRIDES et al., 2005). Em CCR, a bcl-2 foi mais alta (76,9%) que nos adenomas
(59%), mas a expressdo da bcl-2 em CCR e adenoma néo foi correlacionada com
parametros clinico-patoldgicos relevantes, incluindo displasia, diferenciacdo e
prognostico em analises uni e multi-variaveis, sugerindo que a bcl-2 desempenha um
papel na tumorigénese em fases precoces da sequéncia adenoma-carcinoma (ZHAO et
al., 2005; KOURAKLIS et al., 2003).

Quanto a Ki-67, estudos mostram que a sua expressao imunohistoquimica néo
tem correlacdo com a sobrevida (HASHIMOTO et al., 2006). Em contraste, GARRITY
et al. (2004) relatam que este marcador esta significantemente associado com aumento

da sobrevida.

5.6 A diferenciacéao celular e as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2, e
Ki-67 no CCR

Quando se correlacionou diferenciacdo celular e p53, n&o se encontrou
significAncia estatistica, sendo este achado observado por LIMA et al. (2006). Na

amostra pesquisada, ndo houve achados estatisticamente significantes correlacionando
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a expressdo imunohistoquimica da bcl-2 com o grau de diferenciagédo celular, o que
esta de acordo com alguns estudos (BENDARDAF et al., 2003). Por outro lado, estudo
de NEHLS et al. (2007), mostra uma correlacao estatisticamente significante entre bcl-2
e alto grau de diferenciacéo celular. A despeito do resultado, observou-se uma clara
diferenca entre as expressodes da p53 e bcl-2 quando se compara a expressao tumoral
(85,4% e 31,7%) e grau de diferenciacéo celular (84,6% e 32,1%, quando se avalia
baixo grau de diferenciacdo) o que mostra que existe uma relacdo inversa entre as
expressdes, sugerindo que as proteinas podem interagir por complexos mecanismos
opostos (CHEN et al., 1997). Trabalhos tém demonstrado que a expressao da bcl-2 e
0 CCR estad associado a um melhor curso clinico, sugerindo que transformacdes
neoplasicas relatadas por inibicdo da apotpose podem resultar em tumores malignos
menos agressivos (PEREIRA et al.,, 2000). Com relagdo a Ki-67, este estudo nao
mostrou correlacdo estatisticamente significante com o grau de diferenciacdo celular,
gue esta de acordo com RIBEIRO JR. et al. (2000). Entretanto, SALEH et al. (2000),
mostra que a Ki-67 apresenta significancia estatistica quando relacionada a tumores

mal diferenciados.

5.7 O estadiamento e as expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 no
CCR

N&o se encontrou correlacdo estatisticamente significante entre os marcadores
isolados e em conjunto com o estadiamento no CCR neste estudo. Tal resultado esta
de acordo com o estudo de KIM et al. (2007), que n&do encontrou correlacao significante
entre p53 e estadiamento, usando a classificacdo de Dukes. Entretanto, o estudo de
ALLEGRA et al. (2002) mostrou associacdo significante entre p53 e CCR no
estadiamento C de Dukes. Com relacéo a bcl-2, BENDARDAF et al. (2003), de maneira
semelhante a este estudo, ndo encontrou correlacéo estatisticamente significante entre
0 marcador e o estadiamento. Mas METERISSIAN et al. (2001), mostrou em seu
estudo que este marcador encontra-se associado com melhor progndstico, sobretudo
nos pacientes de estadiamento B de Dukes, evidenciando um importante declinio da

expressao imunohistoquimica da bcl-2 durante a progressdo do tumor de adenoma
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para carcinoma, o que reforca a habilidade da bcl-2 em inibir a apoptose celular.
Apesar de a relacdo entre a expressdo da bcl-2 e a evolugdo do epitélio colbnico
normal para céancer invasivo permanecer desconhecido, existem evidéncias que
sugerem que a expressao da bcl-2 vai diminuindo durante a evolugédo para CCR (H.
ZAVRIDES, 2006). A expressdo imunohistoquimica da KlI-67 ndo mostrou correlagédo
estatisticamente significante com o estadiamento neste estudo. Este resultado vai de
encontro ao de HASHIMOTO et al. (2006), que mostrou uma alta expressao
imunohistoquimica correlacionada com o estadiamento. Porém, esta andlise é
conflitante com a de SALEH et al. (2000), cujo estudo mostrou que este marcador,
apesar de apresentar uma clara tendéncia do aumento do Ki-67 com o avanco da
doenca, ndo apresentou uma correlacdo estatisticamente significante relacionada a
Classificacdo de Dukes. Estes resultados podem ser reflexo do fato de a Ki-67 mostrar

o status da proliferacéo celular e ndo exclusivamente o evento tumorigénico.

5.8 A imunohistoquimica e os marcadores prognosticos no CCR

Na maior parte dos casos, estudos procurando por um marcador biolégico de
prognostico para o CCR tém produzido resultados inconclusivos. Isto em parte é
decorrente de estudos com populacdes ndo homogéneas, tumores em estagios
diversos, analises estatisticas variadas, sitio dos sintomas, diferentes protocolos de
tratamento, além de aspectos primarios concernente a técnica de IHQ, bem como
avaliacdo dos resultados. Apesar de utilizada na maioria dos estudos, a IHQ é
interpretada com variaveis de protocolo e escores 0s mais diversos, o que impossibilita
a comparacdo dos resultados em diferentes estudos (WERNER et al., 2005). Na
verdade, a expressao imunohistoquimica positiva para a p53, por exemplo, ndo implica
necessariamente em mutacdo. Da mesma maneira, a auséncia de coloracdo pode
ocorrer em caso de delecdo do gene, faléncia de transcricdo ou mutacdo ndo estavel
(ADROVER et al., 1999). Neste aspecto, o estudo por TMA, que permite a avaliacao
simultanea de multiplos casos em uma sO lamina, apresenta a vantagem de ser um
método que elimina as variagdes que se encontram em cada lamina individualmente,
sendo um importante fator para a diminuicdo de vieses metodolégicos (KIRKEGAARD

et al., 2006). Este estudo usou o TMA, o que esta de acordo com varias revisfes atuais
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da literatura, que corroboram o uso da técnica da TMA como o método de escolha para
prover os pesquisadores com uma ferramenta poderosa e relativamente simples de
investigacdo da expressao proteica de marcadores tumorais. A separagcdo de grupos
para classifica-lo com relagdo a intensidade da reacdo de expressao
imunohistoquimica apresenta uma grande variacdo de critérios entre 0s principais
grupos de pesquisa (COSTA, 2008). Neste trabalho optou-se por classificar em
“positivo” ou “negativo” e colocar trés examinadores independentes para uma melhor
acurdcia. A positividade do marcador foi avaliada utilizando-se um sistema de escore
em que o valor de corte esta predeterminado na percentagem de células coradas pelo
tumor. A expressdo imunohistoquimica foi considerada negativa quando encontrou-se
um valor £ 10% de células neoplasicas coradas e foi considerada positiva quando se
encontrou um valor > 10%. Tal modelo de interpretagéo foi validado por ZLOBEC et al.
(2006), que demonstrou um alto grau de concordéancia inter-observadores e foi utilizado
em outros estudos (SCHWANDNER et al., 2007; GOMES, 2008), mostrando que este
método pode apresentar reprodutibilidade maior que o método semi-quantitativo, onde
se analisa uma escala de propor¢cdo de células coradas, bem como o escore de

intensidade e proporcao de células neoplasicas coradas.

5.9 Consideracdes finais

5.9.1 Implicacdes para a pesquisa

Embora nos ultimos anos um grande numero de informacdes cientificas esteja
disponivel, os resultados ndo tém mostrado relevancia clinica. A extensa investigacao
de marcadores tumorais em CCR, inclusive este estudo, ainda ndo mostrou aquele que
possa ser considerado como uma variavel independente de prognéstico. Com relacao
ao tamanho da amostra, estudos tém mostrado que grandes grupos populacionais
podem confirmar mais fortemente a correlacdo entre o marcador tumoral e a
possibilidade de ele ser usado como fator prognéstico. Por outro lado, o
desenvolvimento de estudo em um painel de marcadores pode ser necessario para a
medicdo da sobrevida nos pacientes com CCR (SMITH et al., 2003). De fato, diante

destes resultados conflitantes e se for levada em consideragdo a complexidade dos
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fendmenos envolvendo a carcinogénese e o numero de proteinas que participam em
cada passo deste processo, chega-se a conclusdo que os marcadores prognostico de
tumor ainda néo representam valor significante no prognéstico do CCR. Este foco de
estudo deve ser aprofundado no sentido de pesquisar novas moléculas bioativas com

outros métodos de investigacdo, como o proteoma.

5.9.2 Implicac¢fes para a prética clinica

A possibilidade de um marcador tumoral contribuir isoladamente na avaliagao
prognostica do CCR é remota, levando se em consideragdo os atuais conhecimentos
disponiveis na carcinogénese deste tumor. Os resultados deste estudo confrontado
com os da literatura mostram seguranca para afirmar que ndo ha como utilizar a
expressdo imunohistoquimica tumoral na clinica diaria de pacientes com CCR. O
estadiamento do tumor €, ainda, o principal determinante da sobrevida destes

pacientes.
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6 CONCLUSOES

1. As expressfes imunohistoquimicas isoladas e associadas da p53, bcl-2 e Ki-
67 ndo se relacionam com os fatores prognosticos clinicos-patolégicos no

adenocarcinoma colorretal.

2. A expressdo imunohistoquimica isolada do Ki-67 estd associada com a

recidiva do adenocarcinoma colorretal, na amostra analisada.
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773368.00
10035678.00
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Anexo 2

Ficha de coleta de dados do estudo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA — HOSPITAL SAO PAULO
DISCIPLINA DE GASTROENTEROLOGIA CIRURGICA
Andlise das expressdes imunohistoquimicas da p53, bcl-2 e Ki-67 no
adenocarcinoma colorretal e suas correlacbes com os fatores

prognoésticos.

Ficha de coleta de dados

REGISTRO DO ESTUDO:

NOME: RG:

IDADE: ANOS SEXO: ( ) MASC. ( )FEM.

PROCEDENCIA: i
() SAO PAULO - CAPITAL ( ) SAO PAULO — INTERIOR
( ) OUTROS ESTADOS

LOCAL DA NEOPLASIA (CID10):
( )CECO ( )ASCENDENTE ( ) TRANSVERSO ( )DESCENDENTE
( )SIGMOIDE ( ) RETOSSIGMOIDE ( )RETO

DATA DO DIAGNOSTICO: __/ /| DATADAOPERACAO: __ /| |/

TIPO DE CIRURGIA: () CURATIVA ( ) PALIATIVA

CIRURGIA REALIZADA:
( ) COLECTOMIA DIREITA ( ) TRANSVERSECTOMIA
( ) COLECTOMIA ESQUERDA ( ) RETOSSIGMOIDECTOMIA ABDOMINAL
( YHARTMANN ( )MILES ( ) COLECTOMIA TOTAL
( YCOLOSTOMIA DERIVATIVA ( JOUTRAS

RESSECCAO DE OUTROS ORGAOS: ( )SIM ( )NAO
QUAL(IS):

TIPO HISTOLOGICO:

GRAU DE DIFERENCIACAO:
( ) BEM DIFERENCIADO ( ) MODERADAMENTE DIFERENCIADO
( ) POUCO DIFERENCIADO ( ) INDIFERENCIADO



PRESENCA DE MUCINA: ( ) SIM () NAO — PERCENTAGEM: %

ESTADIAMENTO (Peca operatoria): T N M

QUANTIDADE DE LINFONODOS RESSECADOS:
QUANTIDADE DE LINFONODOS POSITIVOS:

METASTASE ADISTANCIA: ( )SIM ( )NAO ]
ORGAO AFETADO: () FIGADO ( )PULMAO ( )CEREBRO
( )OSSOS ( )OUTROS

QUIMIOTERAPIA: ( )SIM () NAO
( ) ADJUVANTE ( ) NEOADJUVANTE ( ) PALIATIVA

RADIOTERAPIA: ( ) SIM ( ) NAO
( ) ADJUVANTE ( ) NEOADJUVANTE ( ) PALIATIVA

RECIDIVA: ( ) SIM ( ) NAO
LOCAL:( )SIM ( )NAO )
A DISTANCIA: ( )SIM ( )NAO - ORGAO:

REOPERACAO POR RECIDIVA/METASTASE:
( )SIM ( )NAO - DATA: [ |
PERDA DE ACOMPANHAMENTO POS-OPERATORIO: ( ) SIM ( ) NAO
MOTIVO: () ALTA AMBULATORIAL ( ) MUDANGCA DE CIDADE
( )OBITO ( )OUTROS

OBITO:( )SIM ( )NAO - DATA: /| |/

SOBREVIDA: MESES

CRITERIOS DE EXCLUSAO: ( )SIM ( ) NAO
QUAL?

( JOUTRAS NEOPLASIA
( )CIRURGIA PALIATIVA
( ) DOENCAS ASSOCIADAS
( ) AUSENCIA DE ACOMPANHAMENTO POS-OPERATORIO

DATA DA ULTIMA CONSULTA:
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Quadro de coleta de dados das expressoes imunohistoquimicas dos marcadores

Ref.

Nome

NO
TMA

RG
HSP

Idade

Sexo

AP
nO

Data

Expressao
imunohistoquimica

da

Positiva

Negativa

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39




Anexo 3

Parecer do Comité de Etica aprovando o projeto de pesquisa

Uegeorsifonty Froiie Vi S P Corndl v Bl i S
Cecc)s Fatnsta us Lencing Maspital 250 Faa

S5a0 Paulo, 30 de margo de 2009,
CEP 1431/05
COMNEP

limo{a). Sria).

Pesquisadoria) HUNALDO LIMA DE MENEZES

Disciplina’ Departamento: Gastroenterologia Cindrgical/Cirurgia da
Universidade Federal do S80 Paulo'Hospital Sao0 Paulo

Ref: Projeto de pesguisa intitulado: “Andlise das imunoexpressoes da p53, bek2 e KEET no adenocarcinoma
colorretal e suas correlagoes com os fatores prognosticos”.

Prezado{a) Pesquisadora),

O Comité de Efica em Pesquisa da Univarsidads Federal de Sao Paulo/Hospital Sa0 Paulo ANALISOU & APROVOU
Emenda 1 (versao de 16/03/08, substituigao de marcadores) do projeto de pesquisa acima referanciado.

Afencicsamenta,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de 580 Paule' Hospital Sao Paulo

OBS: Informamaos que, $a Bcondo com a cara Circular n* 002-CONEPCHS de 14 de Teverein de 2001 nao ha necesskiace 0o parecer da CONEP
|para emendas s0& prolocolos, saivo quando o GEP soliclar. Nos projetos de Grpo | & I, o pesquisador ou pafrocinador dewe envig-las 3 ANVISA
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08 MESMas 50 patenciaimente patentesysis ou passivels 08 oulres formas de probeg &0 inteleciuainnausirial. A protegaa por mek oo depdsio de
paienie, ou de oulres ofmas de olegan da propriecade inelectual, evita 8 agao Indevida de lercairos @ confers Malkr seguranga quando da
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Rua Botucatu, 572 - 12 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - 580 Paulo ! Brasil
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Abstract

Purpose: To analyse the immunohistochemical expressions of the proteins p53, bcl-2 e
Ki-67 in colorectal adenocarcinoma and correlate it with the clinical pathological
prognostic factors. Methods: A TMA paraffin block was constructed with colorectal
carcinoma tissue of 82 patients who had undergone surgery in the Hospital Sao Paulo-
UNIFESP, from 2002 to 2005, submitted neither to chemo or radiotherapy. Four pm
sections from the was submitted to immunohistochemistry and immunoexpression
staining scores were obtained, than was correlated with the degree of cellular
differential, stage, relapse-free survival, relapse, survival and specific mortality. The
variables of the study were analyzed by tests of the qui-square and Kaplan-Meyer to
verify the markers association. The significance of the differences between the curves
of relapse-free survival and of the overall survival was analyzed by tests of Igrank and
Wilcoxon. Results: The immunohistochemical expression of the p53 was found to be
positive in 70 tumours (85,4%) and negative in 12 (14,6%). The bcl-2 was found to be
positive in 26 (31,7%) and negative in 56 (68,3%). The immunohistochemical
expression of the ki-67 was found to be positive in 62 (75,6%) and negative in 20 (24,4
%). There was no correlation statistically significant between the markers expressions
separately and in conjunction, involving the degree of cellular differentiation, stage,
relapse-free survival, survival and specific mortality. With respect the relapse, there was
a correlation statistically significant with the positive expression of the ki-67
(p53=0,035). Conclusion: The immunohistochemical expression of the Ki-67 in

colorectal cancer is related to the incidence of the relapse of the disease.
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