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RESUMO

O antigeno de proliferagio célular (PCNA) € uma proteina de
36kDa, auxiliar da DNA polimerase delta e sua expressdo estd relacionada com o
estado proliferativo das células. Métodos imuno-histoquimicos com o anticorpo
anti-PCNA, PC10, tém vantagens, comparados com outras técnicas,
particularmente, pela manutengdo da arquitetura do tecido e simplicidade da

metodologia.

As regides organizadoras de nucléolo (NORs) t€m sido
identificadas por meio de uma técnica argéntica (AgNOR), em cortes de material
fixado e incluido em parafina. O método revela as NORs como pontos negros no
nticleo das células, decorrente da argirofilia das proteinas associadas as NOR:s.

O namero de AgNORs tém sido correlacionado a proliferagao celular.

Tivemos por objetivos verificar se a quantificacdo desses
marcadores de proliferagdio teria aplicagdo diagnostica em bidpsias gastricas
endoscépicas e, também, investigar a existéncia de uma comrelagdo entre o
namero de AgNORs interfasicas € o indice de PC10 na mucosa gastrica normal,

regenerativa, displasica e neoplasica.

Em 57 bidpsias endoscopicas da regido pilorica foram
determinados os indices de PC10 e o nimero de AgNORs por nicleo. Os
resultados mostraram que, para ambos os marcadores, as determinagdes foram
significativamente maiores na mucosa neopléasica em relagdo as demais condigdes
(p<0,001). Apesar das diferengas, a distincio entre os grupos, apenas pela

quantificagdo, ndo foi possivel devido & consideravel sobreposigao de valores.

A analise de regressdo mostrou que ha uma correlagdo positiva €
significante entre os métodos, somente para 0 ¢asos normais e inflamatérios, nas
outras situagdes, onde hé perda gradual da diferenciagdo, esta correlagdo €

inexistente. Esses achados sdo provavelmente, decorrentes do fato dessas



proteinas representarem diferentes componentes ¢ fases do ciclo célular. Além
disso, nas condigdes malignas, onde os mecanismos regulatirios normais da
divisdo célular estio comprometidos, a expressdo do antigeno de proliferagdo
pode estar desregulada pela influéncia da secre¢do autécrina de fatores de

crescimento, bem como, pela presenga de oncogenes.

Com relagio as AgNORs, muito embora suas contagens tenham
sido de pouco valor diagnéstico, a sua caracteristica irregularidade na

apresentagio as definiram como marcadores morfologicos de malignidade.



SUMMARY

The proliferation cell nuclear antigen (PCNA) is a 36 Kda protein,
acting as a synergist of the delta-DNA-polymerase. As compared to other
methods to study cell proliferation, its detection by immuno-histochemistry using
a monoclonal antibody to PCNA, PC10, has the advantage of being simple and
preserves tissue morphology as well. It can be performed in formalin-fixed,
paraffin embedded tissues, allowing studies in archival material. Such advantages
are shared with the detectation of nucleolar organizing regions by a silver
impregnation technique (AgNOR). The number of black spots, which reflect the
silver affinity of proteins related to NORs, has been correlated to cell

proliferation.

The aim of this retrospective study is to verify to which extent the
rate of PC10 - positive - cells and quantification of AgNORs can be helpful in
identifying normal, inflammatory/regenerative, dysplastic and neoplastic gastric

mMucosa.

The results obtained by both methods in 57 endoscopic pyloric
biopsies reveal significant higher counts in the neoplastic group, as compared to
other conditions (p < 0,001). Nevertheless, distinction of each group by
quantification of PC10 and AgNORs alone is not possible, due to overlap of
values. This represents a handicap of both methods for diagnosis in individual

cases.



Regression analysis shows a statistically signficant correlation
between both methods only in the normal and inflammatory/regenerative groups.
For the other conditions there is no statistical significance, possibly because
proteins detected by both methods are diversely expressed and regulated during

the cell cycle.

Although AgNOR quantification is of limited diagnostic value,

irregular shaped spots can be considered reliable markers for malignancy.
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INTRODUCAO

A proliferagio célular é um dos eventos mais importantes dentro
dos processos bioldgicos e ndio ha divida quanto & relevancia de se avaliar a ati-
vidade proliferativa no estudo de muitos processos patoldégicos (HALL &
LEVINSON, 1990). Independentemente de suas causas primérias, as neoplasias
apresentam distirbios no controle do ciclo celular, que levam ao aumento da di-
visio celular e 4 formagdo de massas tumorais (RABENHORST, BURINIL
SCHMITT, 1993).

Até recentemente, pouco se conhecia sobre os eventos biologicos,
bioquimicos ¢ moleculares que precedem ou regulam a mitose, de forma que as
taxas de proliferagio célular eram estimadas pela simples contagem de figuras
mitoticas. Essa contagem, no entanto, s6 & possivel na fase do ciclo célular que
corresponde a mitose propriamente dita. Células em intérfase, que corresponde
ao periodo mais longo do ciclo célular nfo sdo consideradas neste tipo de conta-
gem. A jntérfase ¢ um periodo de intensas atividades relacionadas com a prolife-
ragdo e esta dividida nas fases G1, S, G2 ¢ Go, que sdo caracterizadas por mu-
dangas no contefido de DNA e por alteragdes bioquimicas e fisiolégicas

(PARDEE, 1989).

Quando as células encontram-se fora do ciclo proliferativo na fase
definida como Go, possuem conteudo 2C de DNA ("C" corresponde ao conteudo
de DNA e difere de "n" que corresponde ao niunero de cromossomos da espécie,
o qual freqiientemente esta alterado nas neoplasias) e apresentam padrdo croma-
tinico compativel com seu estado fisiologico, efetuando fung&es de acordo com
o grau de diferenciagéo que atingem. Dessa maneira, Go emerge como um esta-
gio onde a célula pode "estacionar” depois da mitose e do qual pode sair, reen-
trando no ciclo proliferativo frente a estimulos apropriados (MORRIS &

MATHEUS, 1989).



O inicio do ciclo celular corresponde a fase G1, onde ocomre produ-
¢do de RNA. Este € o periodo que apesar de ser o mais varidvel, ¢ também o mais
Jongo, caracterizado por um aumento de sintese proteica e do tamanho da célula.
O contetido de DNA é o mesmo da fase Go e é chamada fase pré-sintética. O pe-
riodo seguinte corresponde & fase S, onde ocorre sintese e duplicagdo do conteu-
do de DNA, que passa para 4C. Essa fase € quase sempre constante, mesino em
células neoplasicas (LEHENERT & DESIHENER, 1986 - apud FILIPE et al,
1993).

Nas fases que se seguem, G2 e mitose, as células se caracterizam
por ter o dobro do conteiido de DNA (4C). Ambas as fases normalmente apresen-
tam maior duraciio em células tumorais (BRAVO & CELIS, 1980).

Como resultado da utilizagdo de varias técnicas bioquimicas e de
gendtica molecular, observou-se que o controle da proliferagdo célular foi con-
servado através da evoluciio, por meio de mecanismos moduladores similares,
com o reconhecimento de genes regulatorios que parecem controlar a divisdo ce-
lular (DUNPHY & NEWPORT, 1988). Essas descobertas permitiram que as cé-
lulas proliferantes pudessem ser detectadas mesmo sem a identificagio de figuras

mitoticas.

Intimeros sdo os métodos ja desenvolvidos com o objetivo de estu-
dar a proliferagio célular. A contagem do nimero de mitoses, ja referida, € um
desses métodos porém, apresenta alguns problemas como indicador de prolifera-
¢do. Sua identificagdo pode ser dificil e por isso ¢ essencial a observag;éio mi-
croscopica criteriosa, 1sto €, somente aquelas células inequivocamente em mitose
si0 aceitas para contagem. Além disso, o processo de divisdo em material fixado
inadequadamente ird se completar, enquanto algumas poucas € novas mitoses se-
rio iniciadas, levando a valores subestimados do seu verdadeiro numero

(GRAEM & HELWEG-LARSEN,1979).
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A introdugdo da timidina tritiada e o desenvolvimento de auto-
radiografia de alta resolugo, durante os anos cinquenta, levaram ao uso desse
marcador como padriio ouro no estudo de cinética célular. A técnica, no entanto,
requer células vidveis para incorporagdo da timidina ao DNA na fase S do ciclo.
Conscquentemente, requer a administragiio "in vivo® da timidina radioativa, o que
raras vezes pode se justificar na pratica clinica. De forma alternativa, material de
biopsia pode ser incubado "in vitre” com a timidina tritiada, antes de sua fixagdo,
isto é, em material a fresco. Em qualquer dessas situagbes existe critica quanto
a0s riscos do uso de material radioativo na pratica histologica de rotina
(MALAISE, CHAVAUDRA, TUBIANA, 1973). A sintese de DNA também pode
ser medida pela incorporagéo de bromodeoxiuridina (BrdU), analogo da timidina
que pode ser detectada por anticorpos especificos (WILSON et al, 1988). Embora
n3o utilize material radioativo, suas desvantagens sdo as mesmas da técnica ante-
rior, particularmente a necessidade de administragao "in vive" ou incubagdo "in

vitro" do material a fresco.

A citometria de fluxo empregada para estimar o conteudo de DNA
baseia-se na capacidade de certos corantes se ligarem estequiometricamente ao
4cido desoxirribonucleico, o que permite determinar de maneira matematica a
sua quantidade no nucleo da célula. O acesso as variaveis cinéticas é complicado
pela presenga de aneuploidia (FRIEDLANDER, HEDLEY, TAYLOR, 1984),
entretanto, com analises matematicas adequadas, a fragao de fase S pode ser de-
terminada em muitos casos (CAMPLEJOHN, MACARTNEY, MORRIS, 1989).
E de particular interesse a possibilidade da aplicagdo da citometria de fluxo a
material fixado em formol, além de material a fresco (MELLIN, 1990). Suas des-
vantagens se devem ao elevado custo do equipamento requerido, a necessidade
de destruicdo do tecido, tal que a relagdo espacial das subpopulagdes célulares ¢
perdida, além da eventual inclusio de células ndo-neoplasicas na amostra (HALL
& LEVINSON, 1990). A citometria digital contorna esses problemas, permitindo
estudo no tecido sem alterar a sua arquitetura, além de permitir a selegdo das cé-

lulas que se deseja estudar.
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Os métodos imuno-histoquimicos com anticorpos especificos repre-

sentam outra ferramenta na determinagio da atividade proliferativa das células.
Tém como vantagem adicional a demonstragdo dos antigenos relacionados ao ci-
clo celular, possibilitando sua orientagdo topogréfica e arquitetural, bem como a
fenotipagem das células proliferativas por meio de dupla marcagio (HALL &
LEVINSON, 1990: GARCIA, COLTRERA, GOWN, 1989). O anticorpo até hoje
melhor estudado para o reconhecimento de células em proliferagdo € o "Ki-67"
(assim designado por ter sido produzido na universidade de Kiel, Alemanha), o
qual identifica um antigeno nuclear ainda mal caracterizado (GERDES et al,
1983). Recentemente foi identificado como produto de uma sequéncia génica
codificadora de uma proteina nfo-histona de massa molecular de 345-395 KDa
(GERDES et al, 1991) e ¢ expresso em todas as fases do ciclo célular, exceto em
Go (SASAKI et al, 1987). Muitos estudos demonstraram boa correlagdo entre
imuno-reatividade para Ki-67 e outros métodos, tais como a marcagao pela timi-
dina radioativa, a incorporagiio de bromodeoxiuridina e a citometria de fluxo
(SCHWARTING et al, 1986; KAMEL et al, 1989; SASAKI et al, 1987). A maior
limitagio de seu uso € a necessidade de se trabalhar com material de bidpsia a
fresco ou de congelagio. Isto porque este antigeno € demasiado sensivel a fixado-
res histologicos (QUINN & WRIGHT, 1990). A imunocoloragdo pelo Ki-67 pa-
rece ser uma informacdo Gtil quanto ao prognéstico de linfomas (SCHRAPE,
JONES, WRIGHT,1987, HALL et al, 1988), carcinomas colo-retais
(SHEPHERD, RICHMAN, ENGLAND, 1988) e melanomas malignos
(KAUDEWITZ et al, 1989).

Em 1978, MIYACHI, FRITZLER, TAM observaram que autoanti-
corpos no soro de pacientes com Lupus Fritematoso Sistémico, reconheciam um
antigeno nuclear distribuido em células proliferantes que, em decorréncia disso,
foi designado como PCNA (do inglés, “proliferanting cell nuclear antigen”). Este
antigeno é uma proteina nuclear Acida de 36KDa, nao-histona, que funciona
como fator auxiliar da DNA polimerase delta e é absolutamente necessaria a sin-

tese de DNA (BRAVO & McDONALD-BRAVO, 1985). Estudos de imunofluo-



rescéncia mostraram a existéncia de duas fragdes de PCNA durante a fase S do
ciclo celular, uma nucleoplasmica, em células quiscentes, que ¢ facilmente extra-
ida por detergentes, e outra que € resistente a extragdo por solventes organicos €
esta associada a estruturas nucleares especificas, os complexos de replicons
(BRAVO & McDONALD-BRAVO, 1987). Este fato demonstra que o PCNA
esta intimamente associado aos sitios de replicagdo do DNA e confirma seu papel
na sintese de acidos nucleicos (BRAVO & McDONALD-BRAVO, 1985). Esta
afirmacdo é comprovada pelo uso de oligonicleotideos "anti-sense” 0s quais re-
duzem os niveis de PCNA e estdo, ao mesmo tempo, associados com inibigido da
sintese de DNA (JASKULSKI et al, 1988). Além da sintese, admite-se que o
PCNA esteja envolvido também no mecanismo de reparo do DNA (SHIVIL
KENNY, WOOD, 1992). Parece que a ocorréncia dos fendomenos de sintese ¢
reparo do DNA depende da associngdo entre PCNA, fator acessorio da DNA po-
limerase delta, e as ciclinas D1 e D3. Estas iltimas também deveriam associlar-se
com as unidades cataliticas das proteinas-quinases dependentes de ciclinas,
edKs2", 4 e 5" (XIONG, ZHANG, BEACH, 1992). Tal associagdo ¢ importante,
ja que a detecgiio da expressdo destas ciclinas ¢ recente ¢ passou a ser considera-
da evento frequente e relevante na biologia dos tumores. Dentre estes, podemos
citar os tumores de mama onde foram mais estudadas (BUCKLEY et al, 1993),
muito embora os mecanismos envolvidos neste processo ndo estejam totalmente
esclarecidos. Estudos realizados em diferentes linhagens celulares indicam uma
provavel participagdo da ciclina no controle do crescimento  fumoral
(MOTOKURA et al, 1991; WITHERS et al, 1991, LAMMIE et al, 1991). O pa-
pel inibitorio ou ativador da ciclina D em relagéo ao PCNA ainda nao foi eluci-

dado, mas ela ¢ importante na regulagio do ciclo celular (XIONG et al, 1992).

O gene codificador da proteina do PCNA foi clonado a partir de
consideravel namero de espécies evolutivamente diversas (CELIS et al, 1984). A
conserva¢do evolutiva do PCNA ¢é consistente com o papel essencial do produto
desse gene na replicagdo do DNA em eucariotos (McCORMICK & HALL,
1992).



A expressio do antigeno de proliferagio é regulada a nivel trans-
cricional e pos-transcricional (CHANG et al, 1990). A indugdo do mRNA dessa
proteina por fatores de crescimento € bem documentada (HALL et al, 1990,
NASIN et al, 1992). Esta regulagio parece ser diferente em células quiescentes
em relagfo aquelas continuamente ciclantes. No ultimo caso, ha pouca variagdo

nos niveis de proteina e RNA durante o ciclo (MORRIS & MATHEUS, 1989).

A expressio do PCNA € elevada ao maximo nas fases G1 tardiae S
(fig.1), mas aparece, eventualmente nas células em Go, talvez devido a estabili-
dade do mRNA / PCNA, como consequéncia, 0 mRNA dessa proteina pode ser
estabilizado, e ser traduzido com maior eficiéncia na presenga de certos fatores
(HALL et al, 1990). Ainda mais relevante € a participagdo de oncogenes, como a
proteina p53, na regulagiio dos niveis desse mRNA. Acredita-se que alteragdes
na expressio dos oncogenes em neoplasias pode levar a desregulagdo na expres-

sdo do PCNA (MERCER et al, 1991).



FIGURA 1 - Representagio esquematica da expressio dos anticorpos
Ki-67 e PC10 no ciclo célular.

-
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Alguns anticorpos que reconhecem o antigeno de proliferagao séo
disponiveis comercialmente, entre eles, 0 19A2, 19F4 (TAKASAKI et al, 1990) e
PC10 (WASEEN & LANE, 1990). Os epitopos reconhecidos por estes anticorpos
parecem ser diferentes, além dos possiveis efeitos da fixagio e processamento do

tecido na detecgio destes sitios (GARCIA et al, 1989).

Inserida no estudo da proliferag@o célular, encontra-se a técnica de
impregnacio pela prata, chamada "Ag-NOR", onde NOR, significa "nucleolar

organizer regions” (UNDERWOOD & GIRI, 1988). As regides organizadoras de

nucléolo (NOR), representam algas de DNA, com genes para transcrigdo de RNA
ribossomico, associadas a determinadas proteinas acidas, cuja fungéo nio € intei-
ramente conhecida. As proteinas com propriedades argirofilicas estdo provavel-
mente relacionadas a RNA polimerase [ (WILLAIMS et al., 1982), ou outras
proteinas como a "C23", também chamada nucleolina (OCHS & BUSH, 1984) ou
a "B23" (LISCHWE et al., 1979). O exato papel destas proteinas permanece in-
certo, contudo, ¢las podem manter o0 DNA numa configurago "estendida” ou ter
alguma atividade no controle da transcrigdo dos genes para 0 RNA ribossdmico

(FIELD, FITZGERALD, SINN, 1984).

As NORs situam-se e cinco cromossomos acrocéntricos, 13, 14,
15, 21 e 22, sendo, por isto, inferido que sua demonstragdo e/ou quantificagdo
refletiria a ploidia das células num determinado tecido. Entretanto, comparando-
se com a imunocoloragdo por Ki-67 (HALL et al, 1988), e dados obtidos por ci-
tometria de fluxo (CROCKER, McCARTNEY, SMITH, 1988), concluiu-se que
as NORs sio mais diretamente associadas com duplicagio célular, do que com a
ploidia (DERENZINI et al,, 1989; TRERE, PESSION, DERENZINI, 1989).
Desta forma, podem fornecer informagdes ateis quanto a e strutura do nucléo-
lo e atividade nucleolar em condigdes normais, hiperplasicas € neoplasicas. A
argirofilia dessas proteinas atua como marcador indireto de DNA 1ibossdmico.
Foi sugerido que o namero de NORs interfasicas pode estar relacionado ao "turn-

over” celular, especialmente em linfomas ndo-Hodgkin (JAN-MOHAMED et al,



1989). Um alto indice de correlagdo entre o nimero de AgNORs e fragdo de fase
S medida, por citometria de fluxo, foi encontrada no estudo de linfomas ndo-

Hodgkin (CROCKER et al, 1988).

A quantificagdo das NORs é aceita como de valor progndstico em
namerosas condicdes, incluindo tumores infantis (EGAN et al, 1987), lesdes
melanociticas (CROCKER & SKILBECK, 1987), pulmonares (CROCKER,
AYRES, McGOVERN, 1987), cérvico-uterinas (ROWLANDS, 1988; ALLEN &
GALIMORE, 1992) ¢ do trato gastrointestinal (KAKEJI et al, 1991). Uma corre-
lagdo positiva entre a contagem de AgNORs e sobrevida foi descrita por

CANEPA et al (1993) e SMITH & CROCKER (1988} em tumores de mama.

Estudos anteriores foram ambiguos quanto aos resultados numa va-
riedade de tipos histoldgicos ¢ graus de tumores. Nos carcinomas de colo uterino,
por exemplo, nenhuma associagao foi encontrada entre grau de tumor ¢ contagem
de AgNORs (NEWBOLD et al, 1989), mas foi 0itil na diferenciagéo entre hiper-
plasia microglandular e adenocarcinoma  cérvico-uterino (ALLEN &
GALLIMORE, 1992). Em patologia mamaria, 0s resultados foram varidveis
(SMITH & CROCKER, 1988; GIRI et al, 1989). Estas discrepancias podem ser,
em parte, atribuidas ao problema de sobreposigdo dos valores entre grupos nor-
mal, hiperplasico ¢ neoplasico, fendémeno frequente nas contagens de AgNORs
(SUAREZ et al, 1989; CAIRNS et al, 1989; HANSEN et al, 1992; HANSEN &
OSTERGARD, 1990),0u a heterogeinidade destes tumores, onde os genes de
RNA ribossomico podem responder de forma vanavel a regulagfio hormonal (De
CAPOA et al, 1985). Em alguns tecidos, como a tiredide, foi observado que as
AgNORs sio de pouco valor diagnostico (NAIRN, CROCKER, McGOVERN,
1988: RIGAUD & BOGOMOLETZ, 1991).

Deve-se lembrar que a coloragio pela prata demonstra as proteinas
associadas as NORs, e ndo os cistrons de RNA propriamente ditos. Estas protei-
nas se dispersam durante a divisdo célular e podem se reagregar ou desestabilizar

lentamente. A sua determinagdo, pela contagem das AgNORs, entretanto, daria
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uma estimativa do nivel de proliferagio do tecido como um todo {(DARNTON,
GRAY, CROCKER, 1992).

A literatura dispe de varios estudos em mucosa gastrica, sobre o
comportamento das proteinas relacionadas com proliferagdo célular (FILIPE et al,
1993, JAIN et al 1991, FALK et al, 1990; De ROSA et al, 1992; YONEMURA
et al, 1993), ou com as regides organizadoras de nucléolo (SUAREZ et al, 1989;
ROSA, METHA, FILIPE, 1990a; ROSA, METHA, FILIPE, 1990b; KAKEJI et
al, 1991; SPATZ et al, 1990). GRAY et al (1992) realizaram um estudo experi-

mental, pela aplicagdo simultinea destas técnicas.

Grande parte das biopsias endoscopicas da mucosa gastrica mos-
tram alteracdes inflamatorias que podem ser de dificil interpretagdo a0 micros-
copio. A importincia do diagnostico de leses malignas traz como conseqiiéncia
o interesse no reconhecimento das alteragdes potencialmente malignas do esto-
mago, para as quais o termo displasia € frequentemente usado, embora seja ques-
tionado se essa alteragdes representam de fato, uma lesfio precursora da carcino-
ma gastrico. Isto porque, esta lesdo pode persistir por longo tempo sem progres-
sio e nilo ¢ tio frequente quanto o carcinoma (FENOGLIO-PRISER et al, 1989).
Acredita-se, que a metaplasia géstrica tipo intestinal, a displasia e o carcinoma se
originam concomitantemente, sem um precursor obrigatdrio. E frequente a difi-
culdade de se fazer a distingfio entre alteragBes hiperplasicas ou reacionais, carci-

noma gastrico e displasia de alto grau, especialmente em pequenos espécimes.

Anormalidades celulares, como a hipercromasia nuclear, a anisoca-
riose, a hipertrofia nucleolar e elevada relagao nicleo/citoplasma sao caracteristi-
cas reconhecidas das displasias gastricas. A displasia gastiica severa mostra ain-
da, estratificagdo nuclear, presenga de inumeras figuras mitéticas, evidéncia de
polaridade desordenada, desaparecimento das células de Paneth ¢ arranjo lado a
lado das glandulas. A displasia de alto grau pode evoluir para carcinoma mas, sua
progressio € lenta, levando varios meses. Em 25 a 35% dos casos permanece €s-

tavel ou regride. (FENOGLIO-PREISER et al, 1989). Chega-se ao diagnostico de
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carcinoma quando as células displasicas rompem a membrana basal ¢ atingem a
lamina propria, porém em algumas circunstncias € impossivel a distingdo entre
graus severos de displasia e carcinomas . Deve-se evitar o termo carcinoma "in
situ”, ja que em epitélios glandulares ¢ dificil avaliar o local de invasdo, que , de
qualquer forma, ainda estaria dentro da prépria mucosa (carcinoma intra-

mucoso).

SUAREZ et al (1989) compararam a contagem de AgNORs numa
série de mucosas gastricas normais, regenerativas e neoplasicas malignas. Espe-
ravam que células epiteliais malignas apresentassem maior contagem por nacleo
que aquelas de natureza benigna. Seus resultados mostraram que, por meio da
quantificagdo de AgNORs, foi possivel separar os casos em trés grandes grupos,
normal, regenerativo e neoplasico, ainda que alguma sobreposi¢io nos valores

tenha sido observada.

Acredita-se, em geral, que a maior atividade proliferativa esteja as-
sociada a piores prognostico e sobrevida (BAUER et al, 1986). Os estudos de
YONEMURA et al (1991a,b) reforgam esta teoria, ja que, utilizando a técnica
imuno-histoquimica com anticorpo Ki-67 em bidpsias endoscopicas de carcino-
mas gastricos, observaram que elevados valores deste marcador correlacionam-se
com pior prognostico, ressaitando o método como de grande valor prognoéstico no
cAncer de estdmago. Estes mesmos pesquisadores também avaliaram a expressio
do antigeno de proliferagfio no cancer gastrico, por meio da marcagéo com o clo-
ne pl05 do anticorpo monoclonal anti-PCNA, em material histologico a fresco e
incluido em parafina (YONEMURA et al, 19911). Os indices de marcagdo com
pl05 estavam em relagdo direta com 0s indices de Ki-67. Ndo houve, todavia,
correlagio do pl0S com o tipo histoldgico e estadio clinico. Ainda em neoplasias
gastricas, JAIN et al. (1991) avaliaram o valor prognodstica do anticorpo anti-
PCNA, clone PC10, em material de rotina. O fato de poder-se aplicar este anti-
corpo a material incluido em parafina j4 The confere uma vantagem adicional so-
bre o Ki-67. uma vez que o antigeno reconhecido ¢ resistente a fixagdo. Néo fo1

possivel, entretanto, correlacionar o indice de PCNA com o grau histologico e,
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tampouco com & profundidade de invasdo ou presenga de metastase em linfono-
dos. Muito embora os pacientes com altos indices de PCNA apresentassem prog-
nostico ligeiramente pior, a diferenga nio teve significancia estatistica. Estes da-
dos foram corroborados pelos trabalhos de FALK et al. (1990). Com excegdo de
alguns poucos autores (SUAREZ et al, 1989; FILIPE et al, 1993; ROSA et al,
19904), ha uma tendéncia em se procurar relacionar a proliferagdo célular, por
meio destes marcadores, somente a condigdes de malignidade. A comparagdo

destes métodos na mucosa gastrica nfo esta descrita na literatura.



OBJETIVOS:

i-

I -

Avaliagiio critica dos métodos imuno-histoquimico e AgNOR, e suas possi-
veis aplicagfes como adjuntos no diagnéstico de biopsias gastricas endos-

copicas.

Verificar uma possivel correlagdo entre os dois métodos como marcadores
de proliferagdo na mucosa gastrica normal, inflamatéria, displasica e neo-

plasica.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL:

Através da revisdo dos arquivos do Gastrocentro - UNICAMP, nos
anos de 1992 ¢ 1993, foram selecionadas 87 biopsias de casos dragnosticados

como mucosa normal (N), inflamatéria (1), displasica (D) e neoplasica (C).

Todo material examinado havia sido enviado a este servigo fixado
em formalina a 10% e submetido aos procedimentos habituais para inclusdo em

parafina.

As laminas coradas pela hematoxilina ¢ eosina (H&E) foram exa-
minadas e selecionados os blocos onde o material foi mais representativo e o0s
melhores cortes foram escolhidos para o processamento das reagdes de imuno-
histoquimica para PCNA (IHQ) e impregnagdo pela prata para AgNOR. Este es-
tudo foi realizado no Laboratorio de Patologia Experimental - CAISM -

UNICAMP, de acordo com os seguintes procedimentos:

2. METODOS:

2.1 TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA: A pesquisa do antigeno

de proliferagio nuclear (PCNA) foi realizada segundo procedimentos habituais
de imuno-histoquimica, técnica da Streptavidina-biotina-peroxidase descritos por

Hsu e cols. (1981), com modificagdes.

A reagdo da imunoperoxidase permite a localizagdo de antigenos

celulares via enzima peroxidase em continuagio com um anticorpo especifico.



Uma substancia geradora de cor é adicionada para reagir com a enzima ¢ se pre-
cipita no local do antigeno. A reagéo foi proporcional 4 quantidade de antigeno e
os componentes das células foram contrastados pela contra-coloragdo, com hema-
toxilina de Mayer. S@o usados 3 reagentes @ 0 anticorpo especifico primario mo-
noclonal anti-PCNA (clone PC10 - Dakopats-Denmark cod. M879), para o anti-
geno a ser localizado; anticorpo secundario capaz de ligar-se ao primario, conju-
gado a biotina, ¢ 0 complexo de peroxidase conjugado a estreptavidina € biotina.
A estreptavidina contém 4 sitios para ligagiio da biotina, sendo que um deles vai
ser ocupado pela biotina ligada ao anticorpo secunddrio e os outros 3 sitios serdo
acoplados ao complexo biotina peroxidase da solugdo. (fig. 2). Sumariamente

procedeu-se como se segue:

a. Cortes histolégicos: secgdes de 4 pm foram colocadas em la-
minas previamente lavadas e desengorduradas, tratadas com
solugio de organosilano a 2% em acetona (3-Aminopropil-
trietoxi-silano - SIGMA c6d. A3648). As laminas com os cortes
foram deixadas a tenperatura ambiente at¢ o momento da reagio

imuno-histoquimica.(HALL et al,1990).

b. Desparafinagio: ! banho de xilol a 60°C (15 minutos) € 2 ba-
nhos de xilo! a temperatura ambiente {10 minutos cada) para re-

tirar o excesso de parafina.
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M¢étodo Estreptavidina-Biotina-Peroxidase

@B peroxidase

@ bictina

& estreptavidina

(5 anticorpo secunddrio
@ anticorpo primério
@ antigeno

FIGURA 2. Representagio esquematica do sistema de revelagdo Es-
treptavidina-Biotina-Peroxidase.
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Hidrataciio: relizada em gradiente decrescente de alcoois (3
banhos de alcool absoluto, 2 minutos cada; 1 vez em alcool
80% por 2 minutos, 1 vez em éalcool 50% por 2 minutos; (todos
4 temperatura ambiente). Seguiu-se lavagem em agua corrente

por 2 minutos e passagem em agua destilada.

Inibi¢io da peroxidase endégena: banho em solugdo a 3% de
peroxido de hidrogénio em metanol por 15 minutos, a tempera-
tura ambiente, lavagem em 4gua cormrente e passagem por agua
destilada. Icubagdio em tampdo PBS (phosphate buffer saline,
pH 7,0).

Bloqueio de reacdes inespecificas: visa evitar que o anticorpo
primario se ligue a outros antigenos do tecido, eliminando, desta
forma, reagdo inespecifica de fundo. A incubagdo com soro ndo
imune deve ser de um animal diferente daquele onde ¢ produzi-
do o anticorpo primario e de preferéncia, igual ao secundario. O
soro normal utilizado foi de cavalo (Kit Vector pK002) - dilui-
¢io 1:60, incubagdo durante 20 minutos em camara umida, a
temperatura ambiente. A seguir, retirou-se o excesso de soro

normal, sem lavagem posterior.

Reaciio antigeno-anticorpo primarie: incubagio com o anti-
corpo primario anti-PCNA/PC10 (DAKOPATS céd. M879),
monoclonal, produzido em camundongo, diluigdo 1:150 em
PBS com 0,1% de soro albumina bovina. Incubagdo "overnight"
a 4°C em camara umida. Na manhd seguinte, retirado o excesso
do anticorpo primario, seguiram-se 3 lavagens em PBS de 5 mi-

nutos cada, a temperatura ambiente.

Reacio com o anticorpo secundario biotinilado (porcao Fc):

dirigido contra o anticorpo primario (cadeia pesada). Incubagio



com anticorpo secundario (anti-lmunoglobulinas de camundon-
go, coelho e cabra, produzidos em porco, Kit Biogenex
"StreptaVigen" cod. LP000-UL), diluigdo 1:50 em tampdo PBS
durante 30 minutos em cimara iimida, & temperatura ambiente.
Retirado o excesso do anticorpo secundario biotinilado, segui-
ram-se 3 lavagens em PBS, 5 minutos cada, a temperatura am-

biente.

h. Rea¢do S-ABC - complexo estreptavidina-biotina peroxidase:
incubagéio com complexo S-ABC (Kit Biogenex-StreptaVigen
cod. LP000-UL), diluigdo 1:50 em tampdo PBS, 30 minutos em
cAmara umida a temperatura ambiente, seguindo-se lavagem em

tampdo PBS.

i. Coloragio: realizada com DAB (3,3 tetra-hidrocloreto diami-
no-benzidina, Sigma D5637), cromégeno de cor marrom im-

pregnado no local onde ocorre reagao:

H,0, + peroxidase ——> H,O + 1720,

Preparo: 40mg de DAB em 100ml de tampdo PBS ¢ 40l de pero-
xido de hidrogénio 30%. Deixam-se as laminas na solugdo cerca de 2 a 3 minu-
tos, a4 temperatura ambiente, ou até visualizagao de coloragdo levemente acasta-

nhada dos cortes.
Lavagem em agua corrente ¢ passagem em agua destilada.

j. Contra-coloragdo: realizada com hematoxilina de Mayer, du-
rante 1 minuto, a temperatura ambiente. Em seguida, lavagem
em agua corrente (foram colocadas algumas gotas de amoniaco
na 4dgua para melhor evidenciar a contra-colorago e obter-se
melhor contraste). Seguiu-se lavagem em agua corrente passa-

gem em agua destilada.
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k. Desidratacio: 3 vezes alcool absoluto, passagem em 3 xilois.
Em seguida, montagem das laminas com Entellan (Merck, n*

7961).

1. Observacio dos resultados: foi feita em microscopio dptico
comum, aumento de 400x, sendo considerados positivos todos
o0s nicleos corados de marrom independentemente da sua in-
tensidade. Serviu de controle positivo dos cortes a coloragdo de
tecido normal de linfonodo, que mostra intensa coloragéo dos

nucleos das células nos centros germinativos.

Embora seja este um método que preserva detalhes morfoldgi-
cos, a contagem de nicleos positivos em 1000 células em 10 di-
ferentes campos, foi realizada sem conhecimento do diagnosti-
co da coloragdo de H&E. A regido escolhida para contagem das
células positivas, foi preferencialmente a regido da base das
glandulas. Cada lmina foi analisada duas vezes pelo mesmo

observador,a fim de se verificar a variagio intraobservador.

m. Indice de PCNA: foi determinado pela porcentagem de células

positivas em 1000,

2.2. TECNICA AgNOR;

a. Reaciio: realizada em cortes de 4 pm de espessura. A solugdo de

colorag#o consiste de:

e SOLUCAOQ A: nitrato de prata (AgNO;3) a 50% em agua desti-
lada.

s SOLUCAO B: gelatina a 2% em solugdo 1% de 4cido formi-
co.
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No momento do uso preparou-se uma solugdo contendo 2 volumes
de A para 1 de B. Esta solugfio foi gotejada sobre os cortes, que em seguida fo-
ram cobertos por laminula. A incubagfo se desenvolveu em ambiente escuro por
30 minutos. Apés esse tempo, as laminas foram lavadas com agua destilada e

deionizada.

b. Desidratagiio e Montagem: conforme descrito para a técnica de

imuno-histoquimica.

c. Contagem das AgNORs: A quantificagdo foi realizada em mi-
croscopio optico comum, em objetiva de imersdo. Foram conta-
das 100 células em 8 a 10 campos. Para fins de contagem, foi
considerada uma unidade cada ponto individualizado, isolado ou
em agrupamento. Uma média de mimero de Ag-NORs por nu-

cleo foi calculada.

2.3.ANALISE ESTATISTICA:

Os grupos normal (N), inflamatorio (I), displasico (D) e neoplasico
(C), foram comparados pelos testes ndo paramétricos de Kruskall Wallis e Dunn
para as 2 determinagdes. Uma analise de regressdo linear foi realizada entre as
duas técnicas para cada grupo, e o respectivo coeficiente de correlagdo (r) foi
determinado e sua significincia avaliada, admitindo-se como margem de confi-

abilidade 95%.

Para melhor visualizar o grau de sobreposigéo dos valores indivi-
duais entre os grupos, constitui-se um grafico de dispersdo destes pontos. Para
ilustrar a discriminagdo entre 0$ grupos, construiu-s¢ uma curva teorica de distri-
buicdo normal para cada um deles considerando-se as estimativas de média e

desvio padrdo como os valores dos respectivos parametros. Desse modo, pode-se
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determinar o ponto de intersecgdo entre as distribuigdes analisadas. Esta analise
foi realizada com os dados de ambas as determinagdes e, ainda, os grupos infla-

matério e displasico foram considerados como representantes da mesma popula-

¢d0 (nfio neoplasica).

A concordancia intraobservador foi avaliada por meio da analise
das diferengas entre as leituras em duplicata pelo teste "t" de Student para dados

emparethados.



RESULTADOS

Do levantamento realizado nos arquivos do Gastrocentro-
UNICAMP para este estudo, foram selecionados 87 casos cujos diagnosticos
emitidos através do exame das laminas de H&E, foram de mucosa gastrica nor-
mal, inflamatéria (normalmente borda de ulcera) displasica e neoplasica. Os de-
mais casos selecionados inicialmente possuiam material pouco representativo

pela analise da H&E.

Ao final do trabalho experimental, contamos com apenas 57 desses
casos, nos quais as coloragdes foram satisfatorias para ambos os marcadores.
Houve, como se v&, em um tergo dos casos, fracas coloragSes imuno-
histoquimicas e, principalmente, auséncia de positividade, em particular nos ca-

sos de neoplasia. Esse problema nio ocorreu com a técnica AgNOR.

A imuno-reatividade para o PCNA foi identificada nos nicleos ce-
lulares, apresentando-se com aspecto difuso ou granuloso, de intensidade varia-
vel. Algumas raras vezes foi possivel observar-se uma leve coloragdo citoplas-
matica. Somente os nucleos corados foram computados,independentemente da

intensidade de cor. (Tabela I).

Os niicleos positivos para PCNA foram, em geral, distribuidos he-
terogeneamente por todo o corte; em alguns casos, ainda, sua distribuigdo for fo-

cal, em "clusters" (Figs. 6a,7a,8a ¢ 9a).

Abundantes células coradas foram tipicamente encontradas no colo
das glandulas, regido que procuramos ndo utilizar para contagem das células. Os

indices médios de PC10 para cada grupo sdo mostrados na Tabela IL



TABELA 1 - Relagdo dos casos com os respectivos valores
dascontagens de Ag-NORs e indices de

PCNA
CASOS AgNOR PCNA

52 2,66 6,4

88 3.26 28,1

N 185 3,17 36,9
0 44412 3,11 25,6
R 4691 3,07 12,7
M 4021-1 2,76 15,1
A 41714V 2.32 8,6
L 4361-2 3,00 216
3873 2.79 7.9

3761 242 12,7

495 1,37 33,3

498-1 2.41 26,9

498-2 2,60 29,6

699-2 4,18 76,8

I 622 3,50 46,3
N 575-2 3,18 60,3
F 702-2 3,00 38,4
L 500-1 3,28 49,9
A 499-1 2,64 49,9
M 636 4,63 69.8
A 4607-2 4,44 66.4
T 4642 3,50 33.0
0 4690 3.80 43.7
R 4695-1 4,90 34.5
I 4710 4,80 52,80
0 4718-2 5,10 48,7
4724-2 4,40 59,9

4744 3,16 32,5

4757-1 4,00 54,7

4686 4.47 551

320-1 3,79 23,9

D 320-2 4,97 27.0
1 66 3.93 57.8
S 106 3,87 60,3
P 278-5 2,56 48.0
L 278-4 3,13 23,9
A 278-1 2.27 24,1
S 895-1 3.66 41,0
1 895-2 3,91 33,2
C 3924 433 15.1
0 3778-2 3,79 24,2
2846-2 4,88 32,4

685-1 5,63 47,1

527-2 4,07 79.5

N 95 3,59 64,9
E 344 3,99 67.0
0 207 497 45,3
P 79 426 82.5
L 110 4,79 84,5
A 129 6.02 72.3
S 501 5.63 38.3
I 307 6.34 70.2
C 4786-1 531 63,5
0 4508 6,20 85,7
433811 4,40 56,9

3981 4,90 36,6

3799 4,90 429
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Os indices de PCNA foram significantemente diferentes entre 0s
quatro grupos (H=30,74,p<0,001), sendo que os grupos N, I e D foram estatisti-
camente menores que o C (p<0,05). Apesar destas diferengas, nota-se, considera-
vel sobreposigdo entre os valores. A distribuigdo dos dados individuais dos indi-
ces estdo ilustrados na figura 3A, que mostra esta sobreposi¢do claramente. Pelo
grafico, determina-se, ainda, um ponto de corte separando os grupos normal e

neoplasico, no valor aproximado de 37% de positividade.

TABELA I} - Valores das médias e desvios-padrdo dos indices de
PCNA e contagens de Ag-NORs por grupo

AgNOR PCNA

X S X S
NORMAL(10) 2,85 031 17,56 9,58
INFLAMATORIO(20) 3,71 0,85 48,12 13,82
DISPLASICO(12) 3,76 0,78 34,32 13.86

NEOPLASICO(15) 5,00 0,82 62,48 16.50
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DISPERSAO DOS VALORES INDIVIDUAIS DAS CONTAGENS DE
PCNA.

A.

100

80

60

40

Figura 3A - Porcentagem de células positivas para PC10 para
cada um dos quatro grupos estudados.



Com o método AgNOR, foi identificado em todos os nacleos um
namero variavel de pontos negros bem definidos €, em muitos casos, esses pontos
apresentaram-se reunidos, formando agrupamentos ("clusters"). Foi necessaria
cuidadosa focalizago, de tal modo, que todos os pontos pudessem ser enumera-
dos. Estes dados podem ser vistos (juntamente com os do PC10, na Tabela I).
Com relagiio a forma, as AgNORs mostraram-se caracteristicamente maiores,
mais irregulares, algumas vezes em formas bizarras, nas células malignas. Por
outro lado, nas biopsias normais os pontos tinham formas mais regulares ¢ eram

facilmente distintos (Figs. 6b,7b,8b e 9b).

As médias das AgNORs em cada grupo sio dadas na Tabela IL.
Aqui também os grupos diferiram significantemente entre si (H=25,77,p<0,001 ).
Como para o PC10, os casos ndo-neoplasicos tiveram contagens estatisticamente
menores que os neoplasicos malignos (p<0,05). Da mesma forma, notamos gran-
de sobreposigdo entre os valores de AgNORs dos grupos inflamatorio, displasico
e neoplasico. Um ponto de corte entre biépsias normais e neoplasicas malignas
foi definido no valor aproximado de 3,5 AgNORs/nucleo, como mostra o

grafico de dispersdo ( figura 3B).
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N° AgNOR’s POR NUCLEO

DISPERSAO DOS VALORES INDIVIDUAIS DAS CONTAGENS DE
AgNORs.

B.

N I D C

Figura 3B - Numero médio de AgNORs por nucleo para
cada um dos quatro grupos estudados.
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4 - A Normal: B. Inflamatorio; C. Displasico, D.
Neoplasico.

Figura:
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A analise de discriminagdo esta ilustrada nos graficos da Figura 5 A
e B, onde foi determinada a intersecedo das curvas dos grupos inflamatério mais
displasico (ndo neoplasico) e neoplasico nas duas técnicas. O ponto de intersec-
¢do para o AgNOR foi no valor de 4,76 AgNORs por nicleo. Da area sob as cui-
vas observa-se que 10,32% dos casos nio-neoplasicos se encontram dentro da
distribuiciio dos neoplasicos € 38,78% desses ultimos se encontram na distribui-
¢do do grupo inflamatério/displasico. Para o PC10, o ponto de intersecgdo foi no
valor de 62,73% de positividade e 9,9% dos casos ndo-neoplasicos encontram-se
na distribuigio do grupo neopldsico 50,62% destes ultimos estao na distribuigdo
do grupo ndo-neoplasico. Nota-se, portanto, que para as AgNORs ha cerca de

50% e para o PC10, aproximadamente 60% de probabilidade falsos diagnosticos.

A analise de regressio linear, entre os 2 métodos, - AgNOR ¢
PCNA - foi realizada, e o coeficiente de correlagio determinado para cada situa-
¢do. Os praficos das figuras 4 A e B mostram a correlagdio entre as duas técnicas
para 0s grupos normal e inflamatorio, onde ela foi positiva e significante (p<0,05)
e os coeficientes de correlagio (1) foram de 0,76 ¢ 0,55, respectivamente. Isto
mostra que oS metodos apresentam o mesmo padrio de determinagdo com seus
coeficientes altamente significantes nesses dois grupos. Ao contrario, a figura 4 C
e D mostra os graficos de regressdo linear para os outros grupos (displasico e ne-

oplasico), onde ndo houve correlacio alguma (r = -0,08 € 0,05 respectivamente).

Nio houve diferenga estatisticamente significante entre a primeira
a segunda leitura realizadas separadamente, pelo mesmo observador, (p<0,001)

para as duas determinages.
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ANALISE DE DISCRIMINAGAO

————— INF, DISPL.
A -’
NEOPLASICO
(;_ 1'O |(l)0
‘9 1.0

Figura 5 - Analise de discriminagio entre as populagdes
nio neoplasica e neopldsica para A. indice de
PC10 e B. N de AgNORs/nicleo.
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Figura 6 - Caso normal n? 4441-2, a. Indice de PC10 = 25,6% e b. N® medio de
AgNORs/nicleo = 3,11




Figura 7 - Caso inflamatorio n® 4718-2, a. indice de PC10 = 48,7% e b. N* médio de

AgNORs/nicleo = 5,10.
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Figura 8 - Caso displasico n® 320-2, a. Indice de PC10 = 27% e b. N® 0. médio de
AgNORs/nucleo = 4,97)
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Figura 9 - Caso neoplasico maligno n* 129, a. indice de PC10 = 72,3% e b. N* médio
de AgNORSs/ nucleo = 6,02




DISCUSSAQ

E crescente entre os histopatologistas o interesse sobre o papel do
nicleo, do DNA, da cinética célular e de como as investigagdes cientificas nesta
area podem ajudar no estudo de doengas, principalmente com a finalidade de
auxilio no diagnostico e no fornecimento de dados para avaliagdo do prognostico.
Tradicionalmente, a proliferagio célular tem sido estudada por métodos envol-
vendo a incorporagio ao DNA de substdncias como a timidina tritiada, ou seu
analogo ndo radioativo, a bromodeoxiuridina, ou por técnicas baseadas na conta-
gem mitética. A citometria de fluxo ¢ outro método rapido, estatisticamente pre-
ciso e pode fornecer informagoes uteis neste sentido (O'RELLEY et al, 1989).
Estas técnicas, contudo, ndo sdo aplicaveis as lesGes muito pequenas ou tam-
pouco, a situagdes onde a morfologia ¢ de particular importincia. Esta altima ca-
racteristica, s6 ¢ respeitada quando se utilizam os métodos histoquimicos e
imuno-histoquimicos de medida da proliferagdo, pela detecgdo de proteinas rela-
cionadas ao ciclo célular. Sdo técnicas relativamente simples, que permitem a lo-

calizagdo topografica das células marcadas € nao usam material radioativo.

O cancer gastrico avangado possui progndstico muito desfavoravel,
o que torna importante seu diagndstico precoce. Esta definigao ¢ obtida pela
identificagdo de grupos nos quais a doenga tem maior probabilidade de se desen-
volver. A gastrite atréfica crénica, a metaplasia intestinal e a displasia sdo consl-
deradas condigdes potencialmente precursoras do carcinoma gastrico (CORREA,
1988). O diagnostico de displasia, por exemplo, requer acompanhamento e exis-
tem critérios para se graduar essa lesdo, que nem sempre sdo faceis de serem
aplicados, além de, muitas vezes, ocorrerem problemas na distingdo entre altera-
¢Bes reacionais e neoplasicas (FILIPE et al, 1993). H4, pois, interesse no desen-
volvimento de métodos quantitativos para se definir ¢ graduar lesdes pré-

neoplasicas e monitorar sua evolugdo. Estes métodos devem ser de facil exccugdo
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e interpretagdo (YU et al, 1992), ¢ principalmente, utilizdveis em material rotinei-

ro, previamente fixado e incluido em parafina.

Estudos anteriores, usando timidina tritiada, coletaram consideravel
quantidade de informagBes sobre a cinética célular da mucosa gastrica humana,
em varias condi¢des patologicas. Uma atividade proliferativa aumentada e desor-
denada foi evento paralelo a gastrite atrofica, sendo de particular interesse a ob-
servagio de maiores indices de marcagio radioativa em regides de epitélio nor-
mal e com metaplasia intestinal em estdmago de pacientes com céncer gastrico,
comparados aqueles sem neoplasia (FILIPE et al, 1993). A analise da ploidia
(YONEMURA et al, 1988), da atividade proliferativa medida por bromodeoxiu-
ridina (YONEMURA et al, 1991a) e Ki67 (YONEMURA et al, 1991b) séo con-
siderados poderosos marcadores de progndstico em pacientes com cancer gastri-

Co.

Nos ultimos anos foram identificados niimerosos antigenos protei-
cos com importante fungdo na regulagdo do crescimento. A detecgdo destas pro-
teinas, pela imuno-histoquimica, permite o estudo detalhado da proliferagéo nor-
mal e patolégica. Dentro do elenco de moléculas relacionadas ao ciclo prolifera-
tivo esta o antigeno nuclear de proliferagio célular (PCNA). Seus niveis sdo altos
nas fases G1/S, diminuindo de nove a dez vezes no meio da fase S (trés horas
pos-liberagio) e aumentando duas a tris vezes quando as células progridem para
o final desta fase (GAZITT, ERDOS, COHEN, 1993). Varios anticorpos mono-
clonais que reconhecem estas proteinas ja foram produzidos (TAKASAKI et al,
1990; WASEEN & LANE, 1990). Estes anticorpos foram testados na detecgdo de
células prolifcrativas em diferentes tecidos com resultados variaveis (KAMEL et
al, 1991; LANDEBERG e ROOS, 1991, GALAND & DEGRAEF, 1989,
GARCIA et al, 1989). A reatividade destes anticorpos em determinada fase do
ciclo é dependente, de modo especial, do procedimento de fixagdo, bem como do

anticorpo utilizado (LANDERBERG & ROOS, 1991).
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O clone PC10, comercialmente disponivel, foi o anticorpo anti-
PCNA empregado em nosso estudo. Sua reatividade fo1 quase totalmente restrita
a0 nicleo célular com padriio difuso ou granuloso e raramente foi observada co-
loragiio citoplasmatica, Estas caracteristicas de coloragio nuclear foram também
descritas por outros autores (HALL et al, 1990; GALAND & DEGRAEF, 1989,
HELL et al, 1993; SCHMID, SWEENEY, ISAACSON, 1992; MONTORINTI et
al, 1993), Em relagiio & coloragdo citoplasmatica, inferiu-se que cla representasse
sintese ou catabolismo da proteina no citoplasma (HALL et al, 1990). Estes ulti-
mos autores relataram, ainda, que a expressdo do PC10 em tecidos normais € coe-
rente com a associagio entre PCNA e células em proliferagdo, validando seu em-
prego como marcador de atividade proliferativa. Maior comprovagéio foi obtida
a0 compara-lo ao anticorpo Ki-67, este ultimo adotado como padrdo-ouro nas
pesquisas imuno-histoquimicas de marcadores relacionados ao ciclo célular
(GERDES et al, 1983; GERDES et al, 1984). Uma correlagdo positiva entre esses
anticorpos  foi documentada na mucosa colo-retal (DIEBOLD, LAJ,
LOHRS,1992), em doengas linfoproliferativas (KAMEL et al, 1991), em tumores
de mama (DAWSON, NORTON, WEINBERG, 1990), embora uma auséncia de
associagdo também tenha sido descrita (LEONARDI et al, 1992), inclusive em
carcinoma gastrico por ROSA et al (1992). Para esses autores a perda de correla-
cdo entre PCNA e Ki-67 pode ser decorrente de fatores como o reduzido tamanho
do fragmento destinado ao Ki-67, a longa meia vida do antigeno e, principalmen-

te, a grande heterogeneidade intra e inter-tumoral na sua expressao.

Em nossos casos de mucosa géastrica neoplasica, a heterogeneidade
intra-tumoral na expressdo, de PC10 com variavel intensidade de coloragao dos
nacleos, foram fendmenos constantemente observados, corroborando os dados de
outros estudos anteriores no mesmo orgao (JAIN et al, 1991; ROSA et al, 1992;
FILIPE et al, 1993) e também em outros tecidos (YANG et al, 1993; DERVAN
et al, 1992; ODA et al, 1993; DIEBOLD et al, 1992; GARCIA et al, 1989).
Admite-se que a variavel intensidade de cor decorra, talvez, do fato de que celu-

las fortemente coradas estajam na fase S do ciclo, enquanto a positividade mais



-38-

fraca seria caracteristica de outras fases. A referida longa meia vida do antigeno,
de aproximadamente 20 horas (BRAVO & McDONALD-BRAVO, 1987), permi-
te que ele seja detectado inclusive naquelas células que ja deixaram o ciclo, o que
implicaria em uma superexpressdo dessa proteina (HALL et al 1990). A colora-
cdo difusa, nfio associada a proliferaggo, pode ser reduzida pelo tratamento com
metanol ou solventes organicos (WASEEN & LANE, 1990; KNUCHEL et al,
1993).

A porcentagem de positividade do PC10 variou, em nossa amostra,
entre 08 valores minimo e maximo de 6,4% € 85,0%, respectivamente, com média
de 50,6%. Os nimeros encontrados na literatura sao menores que oS Nossos, vari-
ando entre zero e 77% (MONTORINI et al, 1993; YU et al, 1991; YANG et al,
1993; WOODS et al, 1991 VISAKORPI, 1992; THOMAS et al, 1993;
TATAYAMA et al, 1993). Niveis acima de 50% de marcagdo foram descritos,

também em mucosa gastrica, por JAIN et al (1991).

De particular interesse € a observagdo de que enquanto hé nitidas
variagdes na quantidade do PCNA através do ciclo célular, os seus niveis de ex-
pressdo raramente séo indetectaveis pela imuno-histoquimica (BRAVO & MA-
cDONALD-BRAVO, 1985), justamente, em fungdo de sua longa meia-vida
(BRAVO & MAcDONALD-BRAVO, 1987). Ao contrario, o Ki-67 tem vida
muito curta, provavelmente devido a sua rapida degradagiio. Estes fatos sio rele-
vantes na presenga de variagdes da ligagdo antigeno-anticorpo, quando se usam
diferentes concentragdes do antisoro, o que pode ser comprovado, ainda, pelo
emprego de sistemas de detecgdo de distintas sensibilidades (McCORMICK et
al,1993; LINDEN et al, 1992).

Considerando-se uma populagio célular onde o PCNA ¢ continua-
mente expresso, dada uma baixa concentragdo do anticorpo, nenhum sinal é de-
tectado, mesmo em células que sabidamente contém o antigeno. Quando a dilui-
¢do ¢ reduzida, atinge-se um ponto onde o sinal é detectado no menor niimero de

células com alta concentragio de antigeno. Apds este valor limite, um pequeno
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aumento na concentragio do anticorpo, leva a um rapido aumento no sinal atin-
gindo um nivel maximo, apos o qual ndo ha efeito adicional. E possivel mover a
curva para a direita , aumentando-se a diluigdo do anticorpo, utilizando-se de um
sistema de deteccdo mais sensivel ou um anticorpo de maior afinidade
(McCORMICK et al, 1993; LINDEN et al, 1992)). Estudos demonstraram uma
consideravel alteragdo nas porcentagens de células coradas pelo PC10 quando a
sua dilui¢do variou de 1:500 a 1:5000, 0 mesmo ndo sendo enconfrado para o

clone 19A2 (COLTRERA, SKELLY, GOWN, 1993).

Determinamos, empiricamente, a diluigdo de 1:150 do anticorpo
concentrado e a incubagéo foi a 4°C por 16-18 horas, "overnight". A diluigdo do
PC10 nio é consensual e depende, ainda, das condigSes de incubagéo. Propor-
¢des de 1:20 (PANDLETON et al, 1993) a 1:500 (COLTRERA et al, 1993), po-
dem ser encontradas na literatura. O periodo de incubagdo prolongado foi referi-
do por grande namero de autores (EVANS et al, 1992; THEUNISSEN, LEERS,
BOLLEN, 1992; DIEBOLD et al, 1992; ROSA et al, 1990a; WOODS et al,
1991). Teoricamente, um anticorpo monoclonal de alta afinidade teria igual sen-
sibilidade com incubagdo curta ou longa. Entretanto, quando este.periodo ¢ au-
mentado, mesmo com anticorpo monoclonal, obtem-se maior sensibilidade do
procedimento. Acredita-se, que substincias que interferem com a interagdo anti-
geno/anticorpo sdo removidas pelo simples umidecimento dos tecidos por longo
periodo. De fato, foi descrito que a incubagdo "overnight” somente com tampdo,
seguida por incubagdo de I hora com o anticorpo primario pode melhorar a sen-

sibilidade da reagio (BATTIFORA, comunicagdo pessoal).

A inconstante reatividade do PCNA pode estar ligada também a sua
susceptibilidade a fixagdo, o que pode levar eventualmente, a alteragéo do perfil
das neoplasias (LEONARDI et al, 1992). Este procedimento parece exercer pro-
funda influéncia sobre as técnicas de marcagdo por PCNA, sendo que o formol
tem efeito deletério sobre a reatividade e apenas 0 clone PC10 fornece resultados
satisfatorios em tecidos assim fixados (COLTRERA et al, 1993; GARCIA et al,

1989). Prolongada ou ma fixagao foi proposta como possivel causa da perda de
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associagdo entre PC10 e fragio de fase S medida por citometria de fluxo
(VISAKORPL, 1992), € com o Ki-67 (ROSA et al, 1992). O intervalo de tempo,
além do tipo de fixador, influenciam a coloragdo, resultando em perda de reativi-
dade proporcional ao tempo de exposigdo (COLTRERA et al, 1993), sendo que
no formol a 10% tamponado ou ndo, por periodo superior a 24 horas, observa-se
drastica diminuigio da marcagdio, a imuno-reatividade ¢ em geral, totalmente
abolida apos 72 horas no fixador (HALL et al, 1990; WOLF & DITRICH,
1992). Ao conirario, para START etal (1992) a imuno-reatividade do PCNA
ndo foi alterada pelo tempo de fixagdo, até o limite de 24 horas, talvez segundo
os autores, em decorréncia de sua longa meia-vida. Esta relagdo reativida-
de/tempo de fixagdio pode se apresentar diferentemente em tecidos com distintos
requerimentos metabdlicos e "turn overs” célulares. As caracteristicas do frag-
mento, forma e tamanho, podem também influenciar esse tempo (ROOS et al,
1993). O PC10 mostrou boa especificidade num intervalo de 6 a 48 horas em
formalina 10%, com preservagdo do tecido superior a obtida com Camoy (TSUN

et al, 1992).

Nossos resultados foram obtidos em biépsias fixadas em formalina
10%, ndo tamponada, sem um controle rigido das condigBes de fixagdo, pois tra-
ta-se de material de arquivo. A secagem dos cortes nas laminas foi a temperatura
ambiente, ja que € referido, que o seu aquecimento em estufa a 60°C pode preju-
dicar a imuno-reatividade do PC10, efeito este, cujas razdes nao sdo totalmente
conhecidas (HALL et al, 1990). Os procedimentos normalmente empregados para
desmascarar o antigeno facilitando o acesso do anticorpo, nao melhoraram a qua-
iidade da nossa reagdo final. O uso de microondas com tampdo citrato, por
exemplo, ndo promoveu nenhum beneficio, muito embora boa recuperagdo do
antigeno no microondas tenha sido relatada anterionmente (MALMSTROM et al,
1992). No adotamos outras técnicas para desmascarar o antigeno, ja que € des-
crito efeito adverso da digestdo enzimatica, o qual pode abolir a reatividade do

anticorpo (HALL et al, 1990).



Ao final do trabalho experimental, constatamos uma perda de cerca
de 30% dos casos, onde houve auséncia total de imuno-reatividade ou escasso
numero de células coradas nos tecidos tumorais. Como resultado, houve conside-
ravel reducdo da casuistica, pois as ldminas coradas para AgNOR néo puderam
ser comparadas aos seus correspondentes PCNAs. A semelhanga de nossos da-
dos, KAMEL et al (1992) relataram perda em 21% de seus casos, onde também
constataram auséncia de reatividade ou extensa coloragdo inespecifica de fundo,
de modo que foi impossivel a interpretagio dos resultados. A coloragdo inexisten-
te poderia ser decorrente de varios fatores, entre eles, a destruigdo do antigeno
por mé ou prolongada fixagdo, bem como da natureza do fixador, aléin da possi-
vel incapacidade de detecgdo do antigeno pelo anticorpo na diluigdo empregada.
Esse Gitimo fator, segundo alguns autores (COLTRERA et al, 1993; McCOR-
MICK et al, 1993) parece ser o responsdvel pelas diferentes formas e niveis de

positividade observados.

A consideravel heterogeneidade, em particular intratumoral, na ex-
pressio do antigeno de proliferagao observada neste estudo, ¢ relatada frequen-
temente na literatura (YANG et al, 1993; DERVAN et al, 1992; GARCIA et al,
1989: ODA et al, 1993; VISAKORPI, 1992; DIEBOLD et al, 1992) e parece ser
uma caracteristica intrinseca ao tecido. Na mucosa gasirica a heterogeneidade in-
tratumoral foi, da mesma forma, descrita por JAIN et al (1991) e ROSA et al
(1992). Admite-se que o fendmeno seja decorrente da coexisténcia de diferentes
clones celulares com distintas fragdes de crescimento (SHTONEN et al, 1993),
isto ¢, o tumor estaria apresentando multiplas regides de crescimento focal

(YANG et al, 1993),

As biopsias gastricas endoscopicas demonstraram diferengas esta-
tisticamente significantes entre 0s grupos normal (N) reacional (I) e displasico
(D) e 0 grupo neoplasico maligno (C), p<0,05. A distribuigdo dos pontos apresen-
tada no grafico da figura 3A mostra que, embora os grupos tenham sido sigmfi-
cantemente diferentes entre si (H=30,74, p<0,001), ha nitida sobreposigao, sobre-

tudo entre inflamatorios e displasicos. Observa-se, no entanto, um ponto de corte
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ao redor do valor de 37% de positividade entre mucosa normal e neoplasica, sen-
do que os grupos intermediarios podem ser considerados como pertencentes a
uma mesma populagdo. O grafico da figura 5A, mostra uma analise de discrimi-
nagdo entre os grupos inflamatério/displasico (nfio-neoplasico) em relagdo ao
neoplasico maligno. Determinamos, por meio desta analise, um ponto de inter-
seccio entre as populagdes, a nivel de 62,73%. A area circunscrita pela unido das
curvas mostra que 9,9% dos casos ndo-neoplasicos estdo dentro da distribuigdo
dos casos neoplasicos e 50,62% desses ultimos encontram-se dentro da distribui-
¢do da populagio ndio neoplasica. Ha, portanto, cerca de 60% de sobreposi¢do na
distribui¢do dos indices de PCNA, o que significa que esses valores isoladamen-

te, ndo ajudam no diagndstico de casos individuais.

Existem criticas quanto a subjetividade da analise quantitativa da
marcagio pelo PC10 do modo como a realizamos (CLARKE e REID, 1993;
ODA et al, 1993; TSUJI et al, 1992; VISAKORPI, 1992; DAWSON et al, 1990).
Estes estudos preconizam o uso da analise de imagem, que poderia compensar os
possiveis erros da contagem visual ¢ aumentar o nivel de concordéncia intra e
interobservador. Entretanto, a comparagdo das leituras realizadas em duplicata
mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os indices de
PCNA determinados (p<0,001). O mesmo fato foi demonstrado por McCOR-
MICK et al, 1993; FREEMAN et al, 1993). Outros autores, trabalhando com mu-
cosa gastrica, defenderam o método semi-quantitativo de avaliagdio, que permiti-
ria a observagdo global do corte, contemplando, inclusive os casos onde a colora-
¢do ndo ¢ homogeneamente distribuida. O "grau” de PC10 (> ou < 50%), como
foi designado, mostrou-se superior como indicador progndstico entre grupos de
carcinomas de alto e baixo graus (JAIN et al, 1991). O mesmo foi propostoe por
START et al (1992) para tumores de mama e THEUNISSEN & BLAAUW

(1993) em astrocitomas cerebrais.

Lesdes displasicas da mucosa gastrica apresentaram alteragdes
quantitativas e também qualitativas quanto ao padrdo ¢ localizagdo das células

marcadas pelo PCI0 em mucosa portadora de tumor, quando comparadas as
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mesmas lesdes em mucosa sem carcinoma (FILIPE et al, 1993). Segundo estes
autores, essas informagdes seriam uteis na previsdo de risco de céancer gastrico.
Observagdes semelhantes em relagdo a essas lesdes foram, encontradas em nosso
material, onde a distribui¢io das células positivas foi caracteristica. Em outros
tecidos, como epitélio bronquico displasico, o indice de PCNA diferiu signifi-
cantemente do normal (PANDLETON et al, 1993), sendo o mesmo descrito no
colo uterino (SHURBAIL, et al, 1993), na mucosa oral (TSUJM et al, 1992), e na
prostata (MONTORINI et al, 1993).

De maneira geral, ainda que os indices de PCNA sejam elevados
em tecidos em proliferagio, essa elevagio também se da em resposta a danos do
DNA (SHIVII, KENNY, WOOD 1992), bem como a estimulos originados da se-
cregio autocrina de fatores de crescimento (HALL et al, 1990), que poderiam, da
mesma forma, estar associados com a carcinogénese (CHANG et al, 1990). Estu-
dos anteriores descreveram elevada expressdo de fatores de crescimnento numa
grande proporgdo de carcinomas gastricos tipo intestinal, bem como em lesdes
mais precoces. A frequéncia e intensidade foram crescentes da mucosa normal
para a neoplésica (LEMOINE et al, 1992; NASIN et al, 1992). Foi sugerida uma
possivel ligagdo entre tais niveis elevados de expressio dos fatores de crescimen-
to e indices de marcagiio por PCNA (FILIPE et al, 1993). Estes resultados corro-
boram 0s nossos em relagdo a crescente marcagdo por PC10 a medida em que se
perde a diferenciagéo da mucosa pastrica, ainda que exista consideravel sobrepo-

si¢do entre 0s grupos.

A informagio sobre a cinética célular pode, portanto, ser adjuvante
na classificacdo histologica dos tecidos € na compreensao do comportamento bio-
logico dos tumores. Outras proteinas estao envolvidas no processo de prolifera-
¢do celular, muitas vezes com papel regulatério. A identificagdo e caracterizagao
das mesmas como marcadores de atividade proliferativa pode ter aplicagéo clini-
ca o fornecer subsidios na interpretagio da biologia celular ¢ do tumor. As pro-
teinas associadas as regides organizadoras de nucléolo (NOR) apontam como

bons marcadores de atividade proliferativa, ja que apresentaram boa correlagdo



com Ki-67 (FALK et al, 1990), indice de DNA ¢ fragio de fase S + G2/M
(ROSA et al, 1990b). A distribuigdo espacial das NORs ¢ responsavel pela mor-
fologia do nucléolo ¢ diferenc;as entre tumores malignos ¢ benignos podem ser
avaliadas considerando-se o numero e o tamanho das NORs na intérfase
(DERENZINI et al, 1986). O método de coloragiio pela prata foi descrito por
HOWEL & BLACK (1980) e modificado por PLOTON et al (1986), estes ulti-

mos, tornando possivel a execugdo da técnica & temperatura ambiente.

Para garantir a reprodutibilidade e correta interpretagdo com o me-
todo AgNOR alguns fatores devem ser observados com cuidado. O tempo de
coloragdo pela prata por exemplo, parece Ser critico, de tal modo que, se for
muito prolongado, pode prejudicar a identificagdo dos pontos individuais, en-
quanto o contrario pode fornecer detalhes mais finos, mas as contagens seriam
inaceitavelmente baixas (SMITH et al, 1988). Em geral, tempos mais curtos de
incubagdo foram preferidos, geralmente ao redor de 30 minutos (SMITH &
CROCKER. 1988; CROCKER et al, 1987; CROCKER & NAR, 1987). A fixa-
¢do também interfere nos resultados obtidos, isto &, o tipo de fixador usado, além
do tempo decorrido entre a remogao da peca € sua fixagdo podem alterar subs-
tancialmente o acesso as NORs (GRIFFITHS et al, 1989). Sabe-se que 0 meca-
nismo da reagdo argirofilica envolve os grupos sulfidrila (S-H) que formam micro
depésitos de prata, enquanto 0S grupos carboxila (C = 0) reagem com o metal,
resultando nos pontos negros visiveis ao microscopio. Deste modo, a formalina,
que forma pontes de metileno enfre 0s grupos sulfidrila e carboxila adjacentes,
pode inibir a sua reagdo com a prata. A lavagem com alcool parece quebrar essas
pontes, deixando 0s grupos ativos disponiveis para os ions metalicos. Além disso,
as reagdes quimicas envolvidas na fixacdo aldeidica sio pH dependentes e se
processam melhor em elevados valores de pH. Esse efeito, porém, parece ser re-
levante em relagdo as AgNORs, de vez que foi demonstrado que tanto o formol
tamponado (pH 7,0} quanto 0 formol/calcio (pH 5,8), o formol/salina (pH 6,5) ou
o formol/acido acético (pH 5,6) resultam em oOtimas coloragdes (SMITH et al,

1988). Nosso material, embora ndo tenha sido submetido a rigido controle do



processo, apresentou coloragbes satisfatorias com fixagio em formalina 10%, ndo

tamponada.

Quanto a homogenizagio da amostragem, a mesma, parece nao ser
absolutamente necessaria, pois estudos sistematicos demonstraram nio haver in-
terferéncia significativa sobre as contagens, as caracteristicas de 1dade, sexo, ou

estado de menopausa (CANEPA et al, 1993).

O processo de quantificagio das AgNORs ¢ controvestido, sendo
que as determinagdes $ao realizadas basicamente por meio de dois métodos. No
primeiro, o numero real de AgNORs ¢ dado pela contagem de cada ponto indivi-
dual (intra e extranucleolar), mesmo quando se apresentem agrupados ou sobre-
postos (SMITH & CROCKER 1988). O segundo envolve a quantificagdo dos
pontos visivelmente isolados em cada nacleo, e os pontos sobrepostos ("clusters”)
sio computados como um anico (CANEPA et al, 1993; TOIKKANEN &
JOENSUU, 1993). O primeiro procedimento fornece nimeros duas a trés vezes
maiores, mas pode estar associado com consideravel grau de variagdo do obser-
vador (GIR! et al, 1987). Discordamos desses argumentos e.adotamos a técnica
de contagem total, por considera-la melhor e menos subjetiva, concordando com
outros autores (PRASAD & RAY, 1993). Além disso, as contagens em duplicata
realizadas em todos 08 casos nao mostraram diferencas significantes entre si
(p<0,001). A eventual variagdo intra e interobservador pode ser parcialmente
atribuida a perda de resolugdo da técnica, decorrente do reduzido tamanho dos
pontos ¢, sobretudo, da sua grande tendéncia em s¢ agregar, fenoémeno frequente
na fase proliferativa do ciclo célular, além da heterogeneidade das populagdes de
células tumorais, ou da espessura do corte {CROCKER et al, 1989). Essas carac-
teristicas poderiam dificultar a quantificagdo (HANSEN et al, 1992). O método
de analise de imagem ¢ sugerido como alternativa, pois as determinagdes sdo da-
das pela medida da area ocupada pelos pontos (DERENZINI & TRERE, 1991).
Sua limitagdo esta no acesso a csse aparelho na pratica rotineira. Para
CROCKER et al (1989b), ambos os métodos discutidos apresentam bases racio-

nais e ndo sio excludentes. A padronizagdo definitiva da quantificagdo ndo €
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consensual ZALATNAL LAPIS, FEHER, (1993), por exemplo, ndo utilizaram a
objetiva de imersdo, normalmente empregada na contagem, pois acreditavam que
seu uso traz incertezas na enumeragdo. Esses autores encontraram diferengas si-
gnificantes entre os grupos estudados, sem sobreposigio nos valores individuais,

¢ a variagdo interobservador foi baixa (2 a 6%).

Nossos resultados da contagem das AgNORs, mostraram diferengas
significativas enire 0s quatro grupos (H = 25,33, p<0,001). Os trés grupos nao-
neoplasicos diferiram significantemente do grupo neoplésico maligno (p<0,05).
Nota-se que os valores foram crescentes da mucosa normal para a neoplasica,
passando pelos grupos intermediarios, concordando com os achados de ROSA et
al (1990a) e SUAREZ et al (1989). Os valores das contagens de AgNORs varia-
ram de 2,27 a 6,34, com média de 3,33 “pontos” por nitcleo. Observamos alguma
disparidade comparando 0s nossos com 0S valores encontrados na literatura
(ROWLANDS, 1988; EGAN et al, 1987, TOIKKANEN & JOENSUU, 1993),
que variaram entre oS nUMeros de 1,00 a 18,5 AgNORs/nucleo. Pode-s¢ observar
ainda, consideravel sobreposigdo na distribui¢iio de pontos entre grupos, em par-
ticular, entre inflamatorios e displasicos (figura 3B). Foi estabelecido um ponto
de corte entre os grupos normal e neoplasico no valor aproximado de 3,5
AgNORs/nucleo. Essa distingdo entre células epiteliais benignas € malignas no
estomago foi demonstrada por outros autores (SPATZ et al, 1990; ROSA et al,
1990a). SUAREZ et al (1989), além dessas diferencas, mostraram do mesmo
modo sobreposigio de valores, especialmente nos grupos regenerativo ¢ neoplasi-
co. Esse fendmeno parece nao ser incomum, ¢ fol descrito na comparagao de cé-
lulas malignas e benignas da tiredide (NAIRN, CROCKER, McGOVERN,
1988), neoplasia intraepitelial da cérvice uterina (ROWLANDS et al, 1988), le-
sSes endometriais (WILKINSON et al, 1990) e tumores de prostata (SCHENED.
1993). A superposigio intergrupos parece, portanto, limitar a utilizagao da técni-
ca no diagnéstico diferencial de lesdes intermediarias, quando se consideran as
contagens isoladamente. Este fato esta methor ilustrado no grafico da figura 5B,

onde as curvas representam a distribuigdo teorica das populagdes de casos nao-
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neoplasicos (inflamatérios/displasicos) e neoplasicos. Foi determinado um ponto
de intersec¢do no valor de 4,7 AgNORs/nucleo e a drea comum delimitada mos-
tra que 10,32% da populagiio ndo-neoplasica encontram-se dentro da distribuigdo
neoplasica e 38,78% dos casos neoplasicos podem ser encontrados na primeira
distribui¢do. Pode-se, portanto, assumir que ha aproximadamente, 50% de pos-

sibilidade de falso positivo e/ou negativo.

E provavel que as contagens de AgNORs observadas nos tecidos
malignos maiores que em seus correspondentes normais, reflita maior atividade
ribossomal em células ativamente proliferantes (DERENZINI & TRERE, 1991).
De fato, foi demonstrado que a quantidade de AgNORs estaria relacionada com a
velocidade de duplicagiio célular, que quanto mais rapida, maiores 0§ seus nume-
ros (TRERE et al, 1989; DERENZINI et al, 1989a). Por outro lado, ¢ de especial
interesse a observagio de que o nicleo da célula tumoral, além de maior niimero
de AgNORSs, tende a apresenta-los sistematicamente maiores e mais polimorficos,
Esta caracteristica foi descrita em outros estudos realizados na mucosa gastrica
(SUAREZ et al, 1989). De ROSA et al.(1992) observaram que a distribuigdo dos
pontos argirofilicos em carcinoma de células basais tipo 2, na pele, se apresentou
de forma mais dispersa ¢ irregular que no tipo 1. Dada a impossibilidade de se
quantificar tal observagdo, os autores sugeriram que o aspecto das AgNORs pode
fornecer informagdes adicionais na identificagdo desses carcinomas. Essas for-
mas aberrantes foram caracteristicas também em células carcinomatosas do timo
(TATAYAMA et al, 1993). Além disso, estudos realizados em vérios tecidos
mostraram que o tamanho dos agrupamentos de pontos argirofilicos, mais que seu
n(mero, correlacionou-se consistentemente com o estado proliferativo das células
(LEEK et al, 1991). E provavel que esses parametros sejam diferentes formas da
mesma variavel, isto ¢, a maior expressao das proteinas associadas as NORs re-
sulta em maiores "clusters” que, por sua vez, representam simplesmente, uma
coalescéncia dos pontos que ndo podem ser distinguidos como unidade (QUINN
& WRIGHT, 1993). As alteragdes morfologicas do nucléolo em c€lulas cancero-

sas foram descritas por TRERE et al. (1989). Ja DERENZINI et al (1988) e
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TAKANO, 1993). Realmente, ha evidéncias de que PCNA e AgNORs sejam ex-
pressos em diferentes componentes do ciclo celular (DELAHUNT et al,1993; YU
et al, 1992).

Em dois sistemas completamente diferentes, por meio de colora-
¢des sequenciais, foi observado wmn fendémeno similar em relagdo aos resultados
obtidos por PCNA e AgNOR. O primeiro deles foi realizado numa série de lin-
fomas de alto ¢ baixo graus de malignidade (SMITH et al, 1993), o outro, foi
feito em mucosa gastrica normal ¢ hiperproliferativa de ratos (GRAY et al,
1992). Nos dois casos, as contagens de AgNORs foram maiores nas situagbes de
maior proliferagdo hiperplasia e neoplasias respectivamente, tanto nas células
positivas quanto nas negativas para o PC10. As elevadas contagens de AgNORs
em células negativas para 0 PCNA em tecidos neoplasico e hiperplasico podem
refletir a propriedade das proteinas associadas as NORs de terem ainda maior
meia vida que esse antigeno, que € de aproximadamente 20 horas (HALL et al,
1990). QOutra possibilidade € de serem tantas as proteinas que se coram, que a im-
pregnagio argéntica pode, eventualmente, ser inespecifica. A afirmagéo seria
verdadeira inclusive, para células fora do processo de divisdo (DARNTON et al,

1992).

Estas afirmagdes poderiam, pelo menos em parte, explicar a perda
de correlagio encontrada entre as duas determinages 4 medida em que o tecido
se torna menos diferenciado. Devemos salientar, ainda, que nessas condigdes a
expressdo do antigeno de proliferagio pode estar desregulada, obedecendo a es-
timulos provenientes da secregio autdcrina de fatores des crescimento (HALL et
al, 1990), levando & sua superexpressdo, decorrente da detecgdo em células fora
do ciclo. Desta forma , a imuno-reatividade do PC10 pode ocorrer sem uma estri-
ta relagio com neoplasia (McCORMICK & HALL, 1992). E fundamental ao pa-
tologista, portanto, ao empregar reagentes imunoldgicos, interpreta-los com cui-
dado, ser criterioso nas conclusdes e sempre considerar a biologia das moléculas

investigadas.
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RUSCHOFF et al (1990), relataram que menor numero € tamanho das AgNORs
sio caracteristicas de células tumorais ¢ que o confrario seria propriedade das

condi¢des normais.

Muito embora nossos resultados nfio tenham permitido nitida dis-
tingdo entre as diferentes condigdes da mucosa gastrica somente pela quantifica-
¢io das AgNORs, nossos dados sugerem essa possibilidade, ja que a dispersdo
das NORs ¢ uma reconhecida propriedade das células malignas (LEEK et al,
1991; SUAREZ et al, 1989; De ROSA et al, 1992; SIVRIDIS et al, 1993). Real-
mente, essa tendéncia, somada & irregularidade morfologica e elevadas contagens,
foi confirmada em nosso estudo, bem como em outros (SIVRIDIS et al, 1993;

ZALATNAI et al, 1993; CAIRNS et al, 1989).

Dos resultados expostos podemos concluir que o comportamento de
ambos os marcadores de proliferagdo - PCNA e AgNOR- foi bastante semelhante
em relacdo 4 mucosa gastrica. A analise de regressao linear comparando as duas
determinag®es em cada grupo histologico mostrou que apresentam positiva € si-
gnificante correlagdo entre si nas condi¢bes normal e inflamatéria (r=0,7 ¢ 0.5,
respectivamente). Esta relagdo desaparece nas situagdes de menor diferenciagéo,
ou seja, a displasia e a neoplasia. Foi igualmente demonstrada uma auséncia de
correlagio em melanomas (EVANS et al, 1992), em tumores mesenquimatosos
gastrointestinais (YU et al, 1992) e carcinomas de ducto biliar (SUSUKI &
TAKANO, 1993). Ao contrario, uma boa correlagdo entre os métodos foi descrita
em tumores do sistema nervoso central (KORKOLOPOULOU et al, 1993a), em
linfomas nio-Hodgkin (KORKOLOPOULOU et al, 1993b) ¢ em carcinomas de
células transicionais da bexiga (SKOPELITOU et al, 1992).

Admite-se que o nimero de AgNORs em condi¢cdes normais varia
de acordo com o estagio de proliferagdo em quc as células se encontram, aumen-
tando na fase S e inicio de G3 € diminuindo no final desta, em dire¢do as fases S
e G2, no sentido oposto ao do PCNA. Assim, ¢ muito provavel, que as proteinas

associadas as NORs tenham fungdes distintas daquelas do PCNA (SUSUKI &
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O método de coloragio pela prata das proteinas associadas as
NORs nos parece discriminar melhor as diversas condigdes da mucosa gastrica,
variando numericamente entre limites mais restritos que o PC10 e, mais impor-
tante que sua quantificagio, sua morfologia parece desempenhar relevante papel

como marcador de malignidade.
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CONCLUSOES

I- Os indices de PCNA (PC10) ¢ os nimeros de AgNORs sdo estatisticamente

diferentes nos carcinomas do estdmago em relagdo aos demais grupos.

II - Apesar das diferengas estatisticas entre os grupos histolégicos, a sobreposigio

dos valores impede a sua discriminagéo.

[il - Embora as proteinas detectadas - PCNA e AgNOR - estejam relacionadas
com o processo de proliferagdo, representam diferentes componentes ¢ fases

do ciclo celular.

[V - A imunoreatividade do anticorpo PC10 é adversamente influenciada por ma
fixagdo do tecido, heterogenidade das neoplasias €, em grau variavel, por

propriedades intrinsecas ao anticorpo e sistema de detecgdo.

V - A técnica AgNOR ¢é menos influenciada por variaveis da reagio e numeri-

camente oscila entre limites mais restritos.

VI - As AgNORs se constituem marcadores morfolégicos de malignidade.
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