E=
M-
-

1=

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Mestrado em Patologia

GEORGE LUIZ DE SOUZA ARAUJO

Analise histoldgica e histoquimica de fatores

prognoésticos em pacientes com retocolite ulcerativa

Recife, 2008



GEORGE LUIZ DE SOUZA ARAUJO

Analise histoldgica e histoquimica de fatores
prognosticos em pacientes com retocolite ulcerativa

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Patologia do Centro de Ciéncias
da Satde da Universidade Federal de
Pernambuco, como  pré-requisito  para

obtencao do titulo de Mestre em Patologia.

Orientador:
Profé. Dr2. Nicodemos Teles de Pontes Filho

Co-orientador:
Prof. Dr?. Adriana Maria da Silva Telles
Prof. Dr. Francisco Eduardo de Albuquerque Lima

Recife, 2008



Araujo, George Luiz de Souza

Analise histologica e histoquimica de fatores
progndésticos em pacientes com retocolite ulcerativa
/ George Luiz de Souza Araljo. — Recife : O Autor,
20009.

36 folhas : il., fig.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal
de Pernambuco. CCS. Patologia, 2009.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Reto. 2. Retocolite Ulcerativa. 3. Galectina-3.
4. Andlise digital de imagens |I. Titulo.

616.351 CDU (2.ed.) UFPE
616.3434 CDD (21.ed.)  CCS2009-010



Universidade Federal de Pernambuco
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE MESTRADO EM PATOLOGIA

AUTOR: GEORGE LUIZ DE SOUZA ARAUJO

AREA DE CONCENTRACAO: PATOLOGIA GERAL

NOME DA TESE: “ANALISE HISTOLOGICA E HISTOQUIMICA DE FATORES
PROGNOSTICOS EM PACIENTES COM RETOCOLITE ULCERATIVA™,
ORIENTADOR: PROF. DOUTOR NICODEMOS TELES DE PONTES FILHO

TESE DEFENDIDA PARA OBTENCAO DO TITULO DE MESTRE EM PATOLOGIA

DATA: 14 DE AGOSTO DE 2008.

BANCA EXAMINADORA:

s o
Prot Dr. Roberto José Vieira de Mello___ o) A,. i /‘;‘7”5‘{’
/

Prof. Dr. Edusrdo Isidoro Carneiro Beltrio__éducudp . Caunuo Aclld

/"V/"

Prof. Dr. Mario Ribeiro de Melo Jinior




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Amaro Henrique Pessoa Lins

VICE- REITOR

Prof. Gilson Edmar Gongalves e Silva

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIA DA SAUDE

Prof. José Thadeu Pinheiro

CHEFE DO DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
Prof. Adriana Maria da Silva Telles

COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho
VICE-COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof. Hilton Justino da Silva

RBECIFE
2008



DEDICATORIA

Aos meus pais, Luiz de Souza Araujo e Cileide Araujo de Souza,
pessoas maravilhosas, que nunca mediram esforgos para
deixar a heranga mais importante em nossas vidas,

a Educacéo.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Francisco Eduardo e sua esposa Profa. Dra. Adriana Telles, co-
orientadores, pela confianca depositada.

Ao Prof. Dr. Nicodemos Teles, orientador, pelo apoio intelectual e motivador com a
célebre frase: “ndo se apavore, apenas trabalhe!”.

Ao Prof. Dr. Mario Ribeiro, pelas valiosas idéias.

A minha futura esposa, Charlene Barbosa, pelo ombro acolhedor nos momentos de
incerteza.

Aos amigos conquistados neste ambito académico:
Heitor Barros
Jodo Hermdgenes
Jorge Luiz
Marcos César
Wagner Piaui
Zenobio Fernandes
A esta Universidade, pela minha formacao.

E a todos aqueles que de alguma forma contribuiram para a realizagdo deste
trabalho.

III



RESUMO

Nos ultimos anos tem se aumentado o interesse pelo estudo cada vez mais
detalhado dos processos patologicos envolvidos nas doengas inflamatorias
intestinais, em especial a retocolite ulcerativa idiopatica. Visando oferecer um
método que auxilie o diagndstico diferencial ou mesmo que seja indicador da
transformacdo neoplasica, a galectina-3 surge como um potencial marcador da
fisiopatologia de diversos tipos de cancer, entre eles o céncer colorretal. Para este
estudo, o perfil imunohistoquimico foi avaliado em tecido intestinal de pacientes com
retocolite ulcerativa (n=20) e sua respectiva contraparte normal, de ambos os sexos
e idade média de 55 anos. Os tecidos foram fixados em formalina a 10% e
submetidos a histoquimica da reacdo de Schiff (PAS) para visualizagbes das
inclusdes citoplasmaticas de glicosaminoglicanos, e tricrbmico de Masson para
visualizacao das fibras colagenas. Fragmentos de tecido (4 um) foram submetidos a
técnica de imunohistoquimica para a proteina galectina-3. Os perfis de marcagéo
tecidual foram analisados através de uma estacdo de trabalho contendo um
microscopio Optico equipado com uma camera digital ambos acoplados a um
computador contendo o software OPTIMAS®. Os resultados obtidos demonstram
uma diminuicdo da expressdo da galectina-3 no sitio inflamatorio da retocolite
ulcerativa. Houve um aumento significativo (p<0.022) no numero de células
caliciformes dos pacientes tratados clinicamente, porém com redug¢ao do conteudo
glandular. Os dados sugerem que a atividade glandular juntamente com a reducéao
da expressdo da galectina-3 possam auxiliar o diagndstico e o monitoramento

desses pacientes.

Palavras-chave: Retocolite ulcerativa, galectina-3, analise digital de imagens
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ABSTRACT

Recently the interest for the study of the pathological processes involved in the
inflammatory bowel disease, in special the ulcerative colitis, has increased. Aiming to
offer a diagnosis method or a prognostic marker, galectin-3 appears as a potential
marker of the physiopathology of diverse diseases and some types of cancer, Among
them the colorectal cancer. For this study, the immunohisthochemical and
histhological profiles were evaluated in intestinal biopsies of patients with ulcerative
colitis (n=20) and its normal counterpart, from both sexes and average age of 55
year-old. The biopsies were fixed in formalin at 10% formalin and submitted to
Periodic Acid of Schiff (PAS) for visualization of cytoplasmic glycosaminoglicans
inclusions, and Masson’s tricromic for visualization of collagen fibers. Fragments
(4um) were submitted to immunohistochemistry for galectin-3 protein. Tissues
stainings were analyzed using an image analyzer station with the software
OPTIMAS®. Results demonstrate a reduction of galectin-3 expression in ulcerative
colitis inflammatory site from surgically and clinically treated patients.The goblet cells
number from the surgically treated patients had suffered a significant reduction
(p<0.022), however with increase of its glandular content. The data suggest that the
glandular activity together with the reduction of the galectin-3 expression can help to

diagnose these patients.

Keywords: ulcerative colitis, galectin-3, image digital analysis.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doencas inflamatdrias intestinais

A retocolite ulcerativa idiopatica (RCUIIl) e a doenga de Crohn (DC) sao as
formas mais comuns de doengas inflamatorias intestinais (DIl), que se caracterizam
por inflamagdo crénica do intestino, de etiologia ainda n&o definitivamente
esclarecida e em cuja patologia estdo envolvidos fatores genéticos, ambientais e
imunologicos (Sartor, 1997; Rutgeers, 1998). As DIl ocorrem em todo o mundo e
representam um serio problema de saude, pois atingem preferencialmente pessoas
jovens, cursam com recidivas frequentes e admitem formas clinicas de alta
gravidade (Jewel, 1998; Krombluth et al. 1998). A DIl é resultante de ativacéo
persistente e inadequada do sistema imune mucoso (Robbins e Cotran, 2005),
admitindo-se que possa estar relacionada com um disturbio autoimune (Takaishi et
al., 2000; Nakamura et al., 2003).

A RCUI e a DC sédo consideradas formas distintas de DIl. Contudo, os
sintomas clinicos das duas se sobrepdéem, e o diagndstico diferencial em muitos
casos é dificil (Gower-Russeal et al., 2004). A RCUI acomete total ou parcialmente, a
extensdo do cdélon ou reto, enquanto a DC pode afetar todo o trato gastrintestinal,
desde a boca ao anus, ocorrendo frequentemente no intestino delgado distal e célon
(Robbins e Cotran, 2005). Porém, ha um subgrupo de casos de DC com uma
apresentacao tipica da RCUI, o que ilustra o grau de similaridade destas doencgas
(Irvine et al. 2001; Jewel, 1998). Isto significa que um paciente pode inicialmente ter
sido diagnosticado com RCUI e mais tarde ser considerado portador de DC
(Krombluth, 1998; Maeda et al. 1994).

Na DC as manifestagdes clinicas sao variaveis, mais sutis que na RCUI,
geralmente apresentando-se com febre, diarréia (ocasionando perda de peso e de
eletrdlitos), dor abdominal e periodos assintomaticos que pode durar semanas a
meses. Em pacientes com DC, manifestada no cdélon, pode apresentar perda de
sangue fecal evidente ou oculta podendo leva-los a anemia e também a outras
complicagdes hepaticas e renais (Castro et al. 2002; Robbins e Cotran, 2005). Na

sua fase crénica podem surgir complicagdes como estenose fibrosante e fistulas.



Na RCUI os pacientes também apresentam surtos de diarréia com muco e
sangue em periodos assintomaticos de meses, anos ou até décadas. Alguns
pacientes podem apresentar uma unica crise, leve, moderada ou grave tornando-se
uma emergéncia medica em algumas situagdes (Robbins e Cotran, 2005). A dor
abdominal na RCUI e diarréia com sangue sao muito frequientes (Castro et al. 2002).

Levando-se em consideragao os fatores genéticos, € sabido que a retocolite é
um fator predisponente ao surgimento de céancer de célon (Chambers et al. 2005).
Na RCUI, s&o reconhecidos trés tipos de lesdes pré-malignas: a displasia plana, as
lesdes/tumores associados a displasia e os pdlipos adenomatosos esporadicos
(Malcomson e McGregor, 2002).

Neste sentido Rutter e colaboradores (2004) dédo énfase ao processo
inflamatdrio estabelecido em longo prazo como sendo fator determinante da
carcinogénese colorretal envolvida na DIl. Contudo, existem indicios de que a
carcinogénese oriunda da inflamacao crénica poderia estar relacionada com um
dano causado pela ativagdo prolongada das vias de sinalizagdo responsaveis pela
renovagao celular continuada (Beachy et al., 2004; McDonald et al., 2006). Apesar
destes achados, um estudo retrospectivo (Jess et al.,, 2006) demonstrou que a
severidade da inflamacéao é o fator que ofereceria um maior risco para o surgimento
de uma neoplasia, com destaque, o tempo da doenca e a extensdo da mesma

(pancolite).

1.2 Incidéncia

Importantes trabalhos retrospectivos sobre a epidemiologia da DIl realizados,
sobretudo, a partir de 1980 (Sedlack et al., 1980; Stonnington et al., 1981;
Sonnenberg, 1986; Rose et al., 1988), demonstraram que esta havendo uma
tendéncia mundial no aumento da incidéncia (Ekbom et al., 1991; Irvine et al., 2001)
com destaque para os paises do sul da Europa e Asia e em muitos outros paises em
desenvolvimento, locais historicamente considerados de baixa incidéncia (Loftus,
2004). Embora estes dados possam sugerir a existéncia de um gradiente do norte
para o sul, eles também poderiam indicar a variagdo no acesso, qualidade nos

servicos de saude, bem como diferentes niveis de industrializacdo, politicas
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sanitarias e higiene. Dentre as razbes para esta mudanga de comportamento da
doencga nos paises em desenvolvimento, estaria a mudancga de estilo de vida no
decorrer das Uultimas décadas e também o aperfeicoamento dos métodos
diagndsticos. Em todos os grupos populacionais estudados, o aumento da incidéncia
da RCUI pareceu preceder, em até 20 anos, o aumento da incidéncia da DC (Binder
et al., 1982; Bjorson, 1989; Ekbom et al., 1991; Réin e Rain, 1989).

A DC e a RCUI tém uma maior prevaléncia em pessoas de cor branca,
especialmente mulheres. Vale ressaltar que o risco de recorréncia para a incidéncia
familiar da retocolite ulcerativa é de 20-30% entre filhos de pais positivamente
diagnosticados (Haddad, 2001). A partir dos estudos com gémeos, a contribuicao
genética para o desenvolvimento da doencga inflamatoria intestinal, parece, por sua
vez ser mais importante na doenga de Crohn do que na RCUI, com multiplos
produtos fatores contribuindo para o risco (Gaia et al. 2006).

As diferengas regionais com relagao a freqliéncia, a apresentagao clinica e a
gravidade tanto da DC quanto da RCUI, podem provavelmente ser explicadas por
fatores de natureza genética e ambiental (Nemetz et al., 1999; Triantafillds et al.,
2000).

Outro aspecto que deve ser levado em consideragdo no estudo das DIl é a
grande escassez de estudos sobre a ocorréncia da DC e da RCUI nos paises em
desenvolvimento (Irvine et al., 2001) o que inclui, sobretudo, o Brasil. Dessa maneira
tornando mais dificil a realizagdo de inquéritos epidemioldgicos sobre estas

doengas.

1.3 Imunobiologia da retocolite ulcerativa

A primeira linha de defesa do sistema imune de mucosa é a barreira epitelial
(Baumgart e Dignass, 2002). Sendo o epitélio intestinal composto por uma camada
simples polarizada recoberto por muco, no qual as bactérias comensais estao
mergulhadas (Swidsinski et al., 2002). Existem relatos na literatura de que defeitos
na producédo de muco sao descritos em pacientes com RCUI (Smithson et al., 1997).

O tecido linféide de mucosa inclui células T, células B, granulécitos,
mastocitos, células NK, células T NK, que estdo localizadas no tecido conectivo

frouxo da lamina propria. Além destas, uma populacdo de enterdcitos altamente
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especializada serve como interface entre a camada epitelial e o tecido linfoide
subjacente — as células dendriticas. Estas células sdo a chave no controle da
imunidade contra patdogenos bem como a tolerancia aos microorganismos
comensais. Diferente das células epiteliais, as células efetoras imunes expressam
uma série de moléculas receptoras capazes de fazer a distingdo entre comensais e
patdgenos, além de ativar ou silenciar respostas mediadas por células T (Iwasaki e
Medzhitov, 2004).

A funcdo das células dendriticas é regulada por sua localizagdo, numero e
estado de maturagao (Banchereau e Steinman, 1998). Nos individuos sadios, estas
células sdo capazes de captar antigenos comensais e induzir a uma baixa
responsividade talvez por estimular a diferenciagcdo das células T virgens em células
T CD4 reguladoras conhecidas como células Th3. Este processo aconteceria de
forma que a resposta tolerogénica (Th3) se sobressaisse em relagdo a respostas
efetoras dos tipos Th1 (IFN-y, IL-2) ou Th2 (IL-4, IL-10) e assim mantendo a
tolerancia (Banchereau e Steinman, 1998).

Atualmente ja estd bem estabelecido que a doenga inflamatéria intestinal
resulte de uma resposta inapropriada do sistema imune de mucosa defeituoso,
incapaz de distinguir a microbiota de outros antigenos luminais (Baumgart e Daniel,
2007). Mas o modo e o porqué de como esta indugao inapropriada acontece ainda

esta sendo alvo de pesquisas no que diz respeito a sua patogénese.

1.4 Patogénese da retocolite ulcerativa

Na pratica clinica o termo doenga inflamatdria intestinal é usualmente
reservado para a retocolite ulcerativa idiopatica, para doenca de Crohn e para a
doenca inflamatéria intestinal de tipo indeterminado. A retocolite ulcerativa € uma
doencga inflamatéria crénica que envolve primariamente o reto e intestino grosso. Ela
acomete o reto e se estende proximalmente de modo contiguo, podendo variar
desde uma proctite a uma pancolite dependendo do grau de atividade da doencga
(Gramlich et al., 2007).

O exame macroscopico revela um colon mais curto do que o normal e com
leve espessamento da parede. A aparéncia da mucosa também varia dependendo

da extensdo da atividade da doenca. A inflamacado/doenga ativa causa rubor e
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granulagdes na mucosa (figura 1). Ulceras profundas podem ser vistas na RCUI
fulminante e na colite indeterminada. Além desses achados, podem surgir polipos
inflamatoérios n&o neoplasicos como resultado da ulceragao da mucosa adjacente e
da formacédo de tecido de granulagdo. Estes podlipos podem ser focais ou de
localizac&o extensa, em alguns casos podem aumentar o risco do aparecimento de

neoplasia (Gramlich et al., 2007).

Figura 1: Espécime de ressecgéo cirurgica de paciente com retocolite ulcerativa em
fase ativa [Gramlich et al., 2007].

Ja em relagcdo as caracteristicas histolégicas da RCUI, a avaliagdo da
arquitetura tecidual, bem como da natureza do infiltrado inflamatério indicam se o
processo visualizado € “cronico”. O termos “idiopatico”, “indeterminado”,
“inespecifico”, as vezes mencionados, referem-se a auséncia de caracteristicas
peculiares que indicariam o tipo exato de inflamacdo, na RCUI a caracteristica
principal é a distorgdo da arquitetura tecidual do revestimento mucoso do célon. A
mucosa colénica normal contém criptas retas e tubulares, paralelas e compactas se
estendendo para a camada muscular mucosa. Estes achados contrastam com a

mucosa observada na RCUI (figura 2).
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Figura 2: Seccgdes histologicas de um cblon com retocolite ulcerativa cronica. (A)
Mudancas na arquitetura tecidual da mucosa. (B) Arquitetura tecidual alterada
evidenciando criptas atroficas que nao se estendem para a camada muscular
mucosa — setas cheias. Caracteristicas adicionais de cronicidade incluem criptas
ramificadas e irregularmente moldadas. Além disso, um infiltrado linfoplasmocitico e
edema na lamina prépria podem ser visualizados na RCUI — setas seccionadas
[Gramlich et al., 2007].

A displasia € uma alteracdo neoplasica das células epiteliais como resultado
da inflamagdo crbénica e subsequente regeneragao (figura 3). O repetitivo dano
epitelial com posterior reparo teoricamente aumenta a probabilidade de desenvolver
anormalidades genéticas, resultando em neoplasia, achado mais comum em RCUI
(Gramlich et al., 2007).

grupamentos nucleares irregulares com sobreposig¢ao [Gramlich et al., 2007].
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Dessa forma, os pacientes com RCUI com displasia tecidual tém um risco
mais alto de desenvolver cancer colorretal do que a populagédo geral (Eaden et al.
2001). A extensédo e a duragédo da doenga sao dois fatores criticos que corroboram
esta associagado, apesar de estudos recentes também apontarem que a gravidade
da doenca é mais um fator predisponente ao surgimento da neoplasia intestinal.
Para diminuir este risco, os pacientes sao incluidos em programas de vigilancia, com
realizacdo colonoscopica com biopsia seriadas dos segmentos do colon e reto

anuais naqueles cuja doenga é diagnosticada entre 8 e 10 anos.

1.5 Tratamento e método diagnaostico

Mesmo com todas essas informagdes a respeito do comportamento dessas
doencgas, existe necessidade de novos métodos para aperfeigoar o diagnostico de
fatores de risco adicionais para a progressdao neoplasica, permitindo o
acompanhamento de pacientes com alto risco.

Logo o sucesso do tratamento vai depender do diagndstico preciso da doenga
inflamatdria intestinal. Esse tratamento pode ser medicamentoso apresentando
melhores resultados nos casos inflamatérios; o cirurgico € mais indicado na doenga
fibroestendtica (Castro et al., 2002). Outra aplicagdo seria a colectomia adotado
como medida profilatica para os pacientes com alto risco de cancer colorretal
(displasia grave). Porém a colectomia n&o deve ser proposta a qualquer termo, tanto
pelo fato da natureza traumatica da técnica, quanto pelas possiveis complicacées as
vezes relacionadas com o procedimento. (Agabidi et al., 2005).

Atualmente aconselha-se que o estudo histopatolégico da mucosa retal deve
sempre ser realizado e se constitui no método diagndstico mais importante, embora
nao-patognomaonico para o esclarecimento da etiologia da colite (Diaz et al., 2002).
O diagndstico histopatolégico de amostras teciduais obtidos por endoscopia €
essencial e crucial para determinagao do tratamento (Abdel-Hady e Bunn, 2004).

Com base nesses achados, nos ultimos anos tem-se acentuado o interesse
no diagnostico diferencial da retocolite ulcerativa (RCUI) e doencgas inflamatorias
intestinais (DIl) que apresentam aspectos epidemioldgicos e clinicos comuns.

Entretanto diferem de modo significativo quanto a evolugdo, as formas de
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exteriorizagao clinica e a resposta ao tratamento, permitindo caracteriza-las como
entidades distintas.

Os métodos consagrados de diagnostico definitivos, muitas vezes classificam
um pequeno grupo de pacientes com doenga inflamatoéria intestinal com “colite
indeterminada”, baseada em critérios histopatolégicos. Os exames laboratoriais
rotineiros revelam alteragdes comuns as duas afecgdes, ndo permitindo, portanto,
diferencia-las. Por este motivo a utilizacdo de ferramentas moleculares como apoio
ao diagnostico vem ganhando espacgo no sentido de identificar marcadores celulares
especificos.

A expressao de galectina-3 tem emergido como um potencial marcador
diagnostico/prognostico de algumas neoplasias, em especial o adenocarcinoma de
célon (Sanjuan, et al. 1997; Bresalier et al., 1998).

Nesse contexto, o presente trabalho propbs-se a buscar uma correlagao entre
a expressao tecidual da galectina-3 de pacientes com retocolite ulcerativa,
juntamente com marcadores histoquimicos, tais como PAS e tricrdbmico de Masson
para obter dados quantitativos e qualitativos que possam auxiliar no prognéstico das

doencas inflamatdrias intestinais.

1.6 Galectina-3

As galectinas pertencem uma familia de proteinas que se ligam a residuos de
galactose em glicoconjugados (glicoproteinas e/ou glicolipidios) e representam um
grupo especial das chamadas proteinas ligantes de carboidrato, as lectinas (Hughes,
2004). A estrutura molecular das galectinas geralmente consiste de cerca de 130
aminoacidos, altamente conservados, com uma regido de reconhecimento a
carboidratos (CRD - carbohydrate recognition domain) e especifica para [3-

galactosideos (Barondes et al., 1994; Lahm et al., 2004) (figura 4).



Figura 4. Estrutura molecular da galectina-3.

Até o presente, 14 membros da familia das galectinas foram identificados,
entre eles esta a Galectina-3. Esta se encontra distribuida em uma ampla variedade

de células e tecidos, podendo ser encontrada no interior da célula ou mesmo
secretada no espaco extracelular (Dumic et al., 2006) (figura 5).
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Figura 5: Fungdes da galectina-3 (A) Intracelulares. (B) Extracelulares [Dumic et al.,
2006]

Um grande numero de processos biolégicos tanto extracelulares quanto
intracelulares envolve a galectina-3, refletindo a participacdo desta proteina em
condigdes fisiologicas e patoldgicas (Dumic et al., 2006). Varios estudos apontam a
galectina 3 relacionada ao controle da homeostase celular, participando do
crescimento e diferenciagdo celular (Sasaki et al., 1999; Inohara et al., 1998),
eventos anti-apoptéticos (Yang et al., 1996) e pro-apoptéticos (Lee et al., 2003),
mecanismos efetores das respostas imunes (Colnot et al., 1998; Mandrell et al.,
1994; Zubery et al., 2004), inflamatdrias (Jensem-Jarolin et al., 2001) e autoimunes
(Ohshima et al., 2003).

Em muitos casos, a expressdo das galectinas encontra-se favorecida por
fatores de crescimento ou mesmo oncogenes, e atenuada em razdo de genes
supressores tumorais. Em processos patoldgicos a galectina-3 assume multiplos
papéis na patogénese, proliferagcdo e disseminagdo de metastases (Dumic et al.,
2006) por meio da modulagcdo da adesao das células malignas em sitios distantes
através do endotélio vascular (Hughes, 2004). Assim, a galectina-3 pode ser
encontrada em uma ampla variedade de malignidades (Danguy et al., 2002; Hughes
2004).
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Assim na tentativa de evidenciar a localizagdo celular e tecidual de
componentes de interesse, como a galectina-3 por exemplo, diferentes métodos de
analise tém sido aplicados com sucesso para traduzir de forma mais objetiva e
numericamente representativa as transformacdes que ocorrem nas células tumorais
(Francis, 2000), seja através da analise colorimétrica de células neoplasicas em
cultura (Alley, 1991), citometria automatica ou variagdes morfométricas nucleares

(Roels, 2000). Nesse contexto surge a analise digital de imagens.

1.7 Andlise digital de imagens em Patologia

Os resultados obtidos pela histoquimica de células tumorais, contam com o
apoio dos sistemas computadorizados de analise de imagens os quais fornecem
dados qualitativos e quantitativos mais refinados esclarecendo assim, varios
aspectos histomorfolégicos das transformagdes neoplasicas (Demirkaya, 1999; Lee
et al., 2004).

Através da analise computadorizada de imagens podem ser processadas
medidas lineares, contagem de objetos, determinagcdo de forma, estereologia, além
de mensuragdes mais complexas e multiparamétricas (Barterls & Thompson, 1994;
True, 1996; Oberholzer et al., 1996). Estes novos parametros tém servido como
auxiliares no diagnéstico de neoplasias dos mais variados tipos (Herman, 1996;
Waldman et al., 1996; Novik, 2000; Rubegni et al., 2001).

Assim, a analise de todas essas variaveis com respeito a retocolite ulcerativa
ja obteve sucesso em estudos passados, como os de Thompson e colaboradores
(1985), Allen e colaboradadores (1987) e Zaitoum e colaboradores (1991).
Avaliagbes histologicas através da imunohistoquimica (Weinberg, 1994),
imunofluorescéncia (Waggoner et al., 1996), densitometria do DNA (Cohen, 1996) e
reconstrugao tri-dimensional de estruturas (Whimster & Cookson, 1995), conjugados
a meétodos morfométricos computadorizados, tanto no modelo experimental
(Figuerédo-Silva et al., 1999), como em seres humanos (Araujo-Filho et al., 2006;
Melo-Junior, 2003) tem fornecido resultados mais precisos e completos para os mais

diversos tipos de alteragdes morfolégicas nos tecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever a expressao tecidual de marcadores histoquimicos e histologicos em
tecido intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa em diferentes condi¢cbes de

tratamento.

2.2 Especificos

» Realizar analise morfométrica do padrédo de marcagdo da galectina-3 em
tecido intestinal de pacientes com retocolite ulcerativa em relacdo a

contraparte normal;

» Estabelecer um parametro quantitativo, através da analise digital de imagens
(OPTIMAS);

» Buscar associagao entre os dados encontrados e correlaciona-los com os

marcadores prognosticos da retocolite ulcerativa.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecao de Casos

Os critérios de inclusao dos pacientes foram: diagnéstico clinico acima de 7
anos baseado em sintomas, radiologia ou colonoscopia, apresentagao de displasia
no momento do exame. Pacientes submetidos a algum processo cirurgico do célon
(plastica ou remocdo de tumores), portadores de doenga de Crohn ou colite
indeterminada foram excluidos do estudo.

Selecionou-se bidpsias de tecido de intestino anteriormente diagnosticado
com retocolite ulcerativa (n=20) dos arquivos do Setor de Patologia do LIKA, érgéo
suplementar da Universidade Federal de Pernambuco. Como controle, foi utilizada a
contraparte normal das bordas das amostras sem alteragdes de natureza anatémica
ou funcional.

As amostras foram divididas em dois grupos: blocos de pacientes tratados
clinicamente (n=12) e blocos de pacientes tratados cirurgicamente (n=08).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CCS/UFPE
sob n°. 198/2008).

3.2 Imunohistoquimica para galectina-3

Foi utilizada a anti-galectina-3 conjugada a peroxidase (Sigma, USA)
seguindo o protocolo desenvolvido por Hsu e colaboradores (1981). Os tecidos
foram desparafinizados em xilol e hidratados em alcool (70-100%). As ldminas com
tecidos (4um) foram incubadas com tampao citrato a 100°C por 30 min sob vapor
umido, em seguida lavadas (por 5 min) com PBS e incubadas com leite Molico®, em
seguida incubadas com perdxido de hidrogénio por 5 min e lavadas com PBS. As
amostras foram entdo incubadas com uma solugdo de anticorpo monoclonal anti-
galectina-3 (na diluicdo 1:400) por 30 min em temperatura ambiente (25° C). Em
seguida os tecidos foram incubados com anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB

DAKO/USA). A revelagdo do anticorpo foi obtida através da reacdo da enzima
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peroxidase visualizada pela incubagdo dos tecidos em uma solugdo de
diaminobenzidina (DAB+H,0;). Os cortes foram contracorados com hematoxilina e

analisados em microscopio 6ptico (Olympus BH-2, Japao).

3.3 Estudo histoquimico

Os cortes obtidos foram previamente expostos a rotina histolégica e
submetidos a diferentes técnicas de coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE), para
observacgéo das caracteristicas histologicas gerais; e Tricromico de Masson (TM) e
Acido Periddico de Schiff (PAS) para evidenciar, respectivamente, a deposicdo de
colageno no tecido e a expressao de glicosaminoglicanos. Todos os protocolos

experimentais foram desenvolvidos segundo Spicer (1987).

4.4 Analise Computadorizada de Imagens

Imagens digitais foram capturadas das laminas histolégicas utilizando um
sistema de video-camera acoplado a um microscépio oOptico (Olympus BH-2), ja
utilizado com sucesso em analises diagnosticas. O sistema interativo de analise de
imagens utiliza o Software OPTIMAS® e Camera digital CCBBW 410 (Sansung),
disponiveis no Departamento de Patologia da UFPE (figura 6).

Figura 6. Estagao de analise de imagens do Departamento de Patologia, CCS-UFPE
(Agosto, 2007).
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Os perfis de marcacao dos depdsitos PAS+ (Glicosaminoglicanos) numa
magnificagao 200x, avaliando-se cinco unidades glandulares por lamina, perfazendo
um total de 60 campos analisados.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de

Student, para um nivel de significancia (p< 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As galectinas pertencem a uma familia extensamente estudada de ligantes de
carboidratos que estdo implicadas em uma ampla variedade de processos
bioldgicos. A caracteristica dessa familia de proteinas € possuir um dominio de
reconhecimento de carboidratos responsavel pela ligagcdo de [-galactosideos
(Danguy et al., 2006).

No presente estudo, a reagdo de imunohistoquimica para a galectina-3
revelou que a proteina foi expressa principalmente nas células epiteliais do célon,
com diferenca marcante entre a regido normal e a regido inflamada; com fraca

marcagao tanto no grupo tratado cirurgicamente quanto no tratado clinicamente.

(figura 7).
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Figura 7: Perfis de marcacgao da galectina-3 em tecido colénico em individuos
sem alteragbes, mucosa normal com padr&o difuso citoplasmatico (A). Em B
observa-se fraca reatividade em mucosa de paciente com retocolite
ulcerativa.(Magnificagédo, 100x).

A literatura aponta diversas localizagdes tanto intracelulares quanto
extracelulares para a galectina-3. Rubinstein e colaboradores (2004) sugerem um
papel pré-inflamatério para a galectina-3, o que nao foi observado em nossos
resultados. Neste sentido, Lippert e colaboradores (2008) reforcam esta idéia ao
apontarem a galectina-3 como sendo detentora de um potencial papel no
comportamento da doenga inflamatdria intestinal no qual o processo inflamatério

causaria dano as camadas de células epiteliais e estas, por sua vez, poderiam
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liberam entdo a galectina-3 no espacgo intercelular. A galectina-3, dessa forma,
estaria conduzindo a uma ativagéo de outras células, tais como os fibroblastos da
lamina prépria colbnica, induzindo a um quadro de fibroplasia. Um vez que os
fibroblastos sdo importantes na manutengdo da homeostase do tecido adjacente,
eles contribuem com a secrecao de fatores de crescimento e sintese de muitos
componentes da matriz extracelular, entre eles colageno e fibronectina. Dessa
maneira, os fibroblastos possuem um proeminente papel no reparo tecidual (figura
8).

Figura 08: Fibrose intersticial encontrada na mucosa intestinal de paciente
portador de retocolite ulcerativa tratado clinicamente (Tricrdmico de Masson,
Magnificagao 100x).

Por outro lado, pode-se afirmar que ja estd bem assumido que o risco de
desenvolvimento da neoplasia colorretal pode estar relacionado com a inflamagéao
cronica do intestino e que a colite € um importante fator de risco para o cancer
colorretal (Gupta et al., 2007).

Isso porque a demasiada exposigdo aos radicais livres gerados durante o
processo de leséo e reparacgao tecidual poderia causar uma alteragao irreversivel no
ciclo normal de crescimento das células envolvidas no processo. Na figura 9 pode-se
observar em pacientes tratados cirurgicamente uma area de tecido apresentando um
infiltrado linfoplasmocitario. Além disso, pode-se observar a auséncia de fibrose com

a presenga de raros fibrécitos.
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Figura 9: Area de recolite ulcerativa evidenciando intenso infiltrado linfoplasmocitario em
paciente tratado cirurgicamente (Tricromico de Masson, Magnificagdo 100x).

Por outro lado, o padrdo de expressdo da galectina-3 relacionada a
progressao ao cancer colorretal, continua sob debate devido a falta de consenso
entre os resultados publicados. Alguns pesquisadores tém encontrado niveis
elevados de galectina-3 na progressao ao carcinoma de colon, enquanto outros tém
obtido resultados opostos (Sanjuan, 1997).

Neste presente trabalho, a expressédo da galectina-3 foi observada no nucleo
e/ou citoplasma nas células de todos os tipos de lesdao examinados, bem como na
mucosa normal, porém, como dito anteriormente, com diferengas bastante
significativas entre as regides analisadas. Vale ressaltar que os nossos resultados
indicam que o padrao citoplasmatico e nuclear da expressao da galectina-3 nao
pode ser diretamente relacionado com a progressdo ao cancer colorretal, e neste
caso poderia assumir diversos significados biolégicos, como os descritos acima. Isso
porque de todas as amostras analisadas, apenas uma progrediu para a neoplasia
colorretal.

Em nosso trabalho foi observado um infiltrado de plasmdcitos basais e
linfécitos como indicadores de cronicidade nas lesbes estudadas (figura 9 e figura
10).
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Figura 10: Area de eros&o da mucosa colénica em paciente com retocolite ulcerativa
tratado clinicamente — setas (Tricrémico de Masson, Magnificagdo 100x).

Com o intuito de descrever parametros qualitativos e quantitativos, nosso
estudo comparou o numero de células e a intensidade da marcacédo histoquimica
para glicosaminoglicanos entre dois subgrupos de pacientes da pesquisa. Logo, as
amostras dos pacientes tratados cirurgicamente obtiveram uma reducéao significativa
(p<0,022) do numero de células caliciformes com relagdo ao grupo tratado

clinicamente (figura 11).
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Figura 11: Comparacao entre o numero de células caliciformes entre os grupos

tratados cirurgicamente (RCUI-Cir) e tratados clinicamente (RCUI-CIi) na retocolite
ulcerativa idiopatica. * p< 0,022.
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Histologicamente, observa-se na figura 12 a marcagao do PAS mais intensa
nos pacientes tratados cirurgicamente, o que reforca a hipétese que a sintese de
muco pelas glandulas intestinais parece estar relacionada ao grau de atividade
inflamatdria da doenga. Assim um dado relevante do nosso estudo, foi a constatagao
de que onde ha infiltrado inflamatdrio, existe uma menor producdo de muco (figura
10 e 12A). Logo a submissao desses pacientes para a cirurgia para a constituicao da
bolsa ileal talvez esteja conduzindo a remissdo de alguns dos sintomas clinicos
observados na retocolite ulcerativa ativa como consequéncia recuperacdo da

fisiologia normal do tecido.

Figura 12: Marcagao PAS de tecido colbnico. (A) Os pacientes tratados clinicamente
possuem uma menor expressao de glicosaminoglicanos quando comparados com os
pacientes tratados cirurgicamente (B). PAS, Magnificagao 100x.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

Houve reducao significativa da expressao tecidual da galectina-3 em tecido
epitelial intestinal de retocolite ulcerativa quando comparado com a
contraparte normal de ambos os grupos.

Houve um aumento da atividade das células caliciformes em tecido colénico
submetido a cirurgia de bolsa ileal o que poderia indicar o restabelecimento
da funcdo normal do tecido.

Atividade glandular juntamente com a reducdo da expressdo da galectina-3

possam auxiliar no monitoramento clinico desses pacientes.
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