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Os autores relatam a importancia dos fatores prognésticos no tratamento do cancer de
mama. Observam que os dados clinicos e os parimetros andtomo-patoldgicos sao insuficientes
para estimar o progndéstico, particularmente quando os linfonodos axilares apresentam-se

livres de comprometimento neopldsico. Evidenciam que nos recentes anos as pesquisas buscam
espelhar a agressividade tumoral através das informacdes da frag@o de crescimento tumoral e
das células em proliferagcdo. Fazem uma revisao dos marcadores de atividade proliferativa e
apresentam um novo polipeptideo, identificdvel em material parafinado, facilmente adaptavel
arotina laboratorial e que apresenta resultados altamente significativos quando correlacionados
com os fatores progndsticos.

INTRODUGAOD

Estudos realizados nos tltimos anos sobre a biologia
molecular e cinética celular permitiu compreender melhor
a histéria natural dos cénceres e, em especial, 0 da mama.

O conhecimento da histdria natural de uma enfermi-
dade ¢ indispensavel para selecionar caracteristicas deter-
minantes da doenga que sejam eficazes na previsao do seu
comportamento biolégico.

Os primeiros aspectos relevantes de uma doenca sao
suas manifestacoes clinicas. Esses dados sao tteis para
estimd-la e classifica-la desde as fases iniciais até as tar-
dias e estadid-la clinicamente.

No entanto, sabe-se hoje que as manifestac¢des cli-
nicas do cancer de mama, na realidade, s6 representam
a fase tardia de longa e silenciosa proliferagdo celular,
instalada muitos anos antes do diagnéstico clinico ini-

cial e responsdvel também pela disseminag@o metastatica
assintomdtica.

A contribui¢do dos parametros anatomo-patolégicos
trouxeram dados preciosos para esclarecer estes fatos e
permanecem, ainda hoje, como referéncias basicas para
avaliar o progndstico desse cancer, tais como: tipo e grau
histolégico, grau nuclear, invasao vascular, necrose,
“status” linfonodal, etc.

Para estimar o progndstico, o comprometimento dos
linfonodos axilares € ainda o parametro andtomo-patol6gi-
co mais valioso. Quando presente € considerado bom
sinalizador das manifestacdes sistémicas e com base neste
dado indica-se, com ressalvas, tratamento complementar
quimioterdpico. Quando ausente, a doenca é considerada
de bom prognéstico e a necessidade da complementacao
sistémica € controversa. No entanto, sabe-se que, dessas
pacientes, cerca de 29% experimentam a recidiva tumoral




e suas lastimdveis conseqiiéncias, incluindo 32% de 6bito
nos primeiros 10 anos apds o tratamento inicial. Esse é um
fato de considerdavel importancia’.

A diversidade do comportamento biol6gico das
neoplasias malignas tem sido o estimulo de muitos pes-
quisadores. As observagoes do crescimento tumoral das
metastases pulmonares de pacientes incurdveis através
de radiografias sucessivas, as medidas do tumor obti-
das por repetidas mamografias em diferentes intervalos
de sua evolucdao permitiram, através de estudo
semilogaritmico desses dados, estimar o padrio de cres-
cimento tumoral. Sob a luz desses conhecimentos, de-
duziu-se que o tempo de duplicagao de um tumor varia
de 23 a 209 dias. A partir dai, chegou-se a conclusio de
que desde o inicio de um tumor, ou seja, da primeira
célula até chegar a 1 cm cibico (1 bilhdo de células),
pode demorar de 2 a 17 anos. Possibilitou, também, in-
duzir uma relagdo entre tempo de duplicac¢do e prog-
nostico. Assim, tempo de duplicag¢do curto, portanto
ripido crescimento, corresponderia a tumores com
metastases mais precoces, e aqueles com tempo de du-
plicacdo longo, a mais tardias®®.

O crescimento de um tumor estd condicionado a fe-
némenos passivos de necrose, descamagido, imuno-
destruigdo, células em repouso (fase GO) e em diferencia-
cdo, e fendmenos ativos de divisdo celular.

No cancer de mama estima-se que o nimero de célu-
las em divisdo ativa, ou seja, a fra¢do de crescimento, re-
presenta cerca de 40% do total®®. Explorar informagdes da
fragdo de crescimento tumoral e das células em prolifera-
¢do e, assim, provavelmente, espelhar a agressividade de
um tumor no intuito de estabelecer novos indicadores prog-
nosticos tém norteado as pesquisas nos recentes anos.

Howard e Pelc (1953) foram os primeiros a introdu-
zir, através dos experimentos com métodos auto-
radiograficos, o conceito do ciclo celular e suas divisdes
em vdrias fases. A partir dai, a aquisi¢ao de novos conhe-
cimentos permitiram compreender melhor o ciclo celular'?.

Imediatamente ap6s a mitose, a célula entra em apa-
rente fase de repouso chamada G1. Essa fase é seguida
pela fase S ou de sintese de DNA, durante a qual a célula
duplica seu contetido de DNA, que é um pré-requisito para
nova divisao celular. A fase seguinte é definida como G2,
fase pré-mitdtica.

E importante enfatizar que apesar de normalmente a
sintese de DNA néo ocorrer na fase G1 e G2, as células sio
ativas durante esse periodo, sintetizando proteinas e RNA'22,

Partindo dessas informagdes, varios métodos foram

idealizados para medir a atividade proliferativa dos carci-
nomas mamarios.

O mais simples, direto e realizado nos préprios cortes
de parafina € a contagem mitética. Geralmente € expressa
em niimero de figuras de mitose contadas em cada 10 cam-
pos microscépicos de grande aumento, tomadas sucessi-
vamente na drea tumoral mais representativa, ampliada 400
vezes. No entanto, além de sofrer grande variacio
intratumoral, € susceptivel a artefatos técnicos da fixacio
e do processamento do material. Ainda mais, é muito sub-
jetiva, como provam os diferentes critérios utilizados na
sua avaliagao'.

O indice da timidina marcada revela uma porcenta-
gem de células tumorais que se encontram na fase S do
ciclo celular, ou seja, de sintese do DNA. A metodologia
consiste em incubar tecido tumoral fresco em meio con-
tendo timidina tritiada, a qual € incorporada ao DNA. Pos-
teriormente sao feitas auto-radiografias e contam-se as cé-
lulas marcadas obtendo-se um indice. Estes valores demons-
traram ter correlagdo significativa com a recorréncia pre-

29

coce do cancer mamario®’.

Outra técnica para avaliar a fragdo tumoral em fase
S € a citometria de fluxo. Consiste numa suspensio das
c€lulas coradas por substincias fluorescentes especifi-
cas para DNA; através de um dispositivo luminoso, a
luz dissipada pelas células é captada resultando num
histograma. Sua andlise revela o nimero de células e a
quantidade de DNA por célula. Fornece duas informa-
¢oes de real importancia. Primeiro, nos dd a conhecer a
velocidade de crescimento tumoral através da porcen-
tagem de células em fase S e, segundo, indica a
agressividade do tumor pela expressao de DNA celular
(aneuplodia)®?.

Resultados semelhantes se obtém com a citometria
estatica computadorizada. O esfregaco é corado pelo mé-
todo de Feulgen, especifico para nicleo. Um feixe lumino-
so atravessa a lamina em dreas previamente selecionadas e
as diferentes intensidades de absorg¢io da luz sio captadas,
0 que resultaem um histograma. A andlise estética fornece
dados dos aspectos nucleares, tamanho, forma, contetddo
de DNA e o modo de sua distribuicio'".

Tem a vantagem de ser aplicada em material fixa-
do e incluido em parafina. Infelizmente, essas técnicas
necessitam de material sofisticado, profissionais
especializados e sdo onerosas.

Os métodos imunohistoquimicos, mercé dos
anticorpos monoclonais, vieram facilitar as pesquisas
neste campo.

O estudo imunohistoquimico, através do anticorpo
monoclonal Ki67, reage com um antigeno nuclear que se
expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase
GO. Tem-se revelado excelente marcador da atividade
proliferativa em carcinoma de mama, mas o inconveniente
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¢ sua aplicagdo restrita em estudos prospectivos por exigir
material congelado'’.

Atualmente jd se tem disponivel um anticorpo para
material em parafina, Mabs (Mi 1-3); no entanto, necessita
mais ampla utilizagdo para que se possa observar as exi-
géncias de adaptagao da metodologia nas condi¢des habi-
tuais da rotina laboratorial.

Assim, permanecia a expectativa de se encontrar um
marcador de atividade proliferativa, identificdvel em ma-
terial parafinado, por método simples e facilmente adapta-
vel a rotina.

Em 1978, identificou-se um anticorpo no soro de al-
guns pacientes com lupus eritomatoso sistémico que rea-
gia com um antigeno nuclear de células em proliferacdo
(PCNA- proliferating cells nuclear antigen). Referiu-se que
esse anticorpo podia servir como marcador biolégico para
estudar as células em proliferagio'®.

Para estudar o principal processo que controlava a
proliferagdo celular, postulou-se que para isso era es-
sencial conhecer o mecanismo que regulava a sintese
de polipeptidios e a progressio das células através do
ciclo celular. A partir de homogeneizado de células
coletadas de culturas celulares, obteve-se um mapa
eletroforético de gel contendo polipeptidios marcados
com [35 S] methionine. Identificou-se, desse modo, o
padrdo de polipeptidios sintetizados nas diversas fases
do ciclo celular. Os polipeptidios individualizados fo-
ram retirados do gel e o montante de cada um foi calcu-
lado com base na quantidade de radioatividade presen-
te em cada sitio por meio de um cintilémetro. Demons-
trou-se que o polipeptidio localizado no ponto isoelétrico
denominado “IEF 49” de peso molecular 36 KD aumen-
tava especificamente na fase S e servia como marcador
para esta fase?.

Tornou-se importante verificar se a propor¢io desse
polipeptidio era sensivel as mudancas sob diversas condi-
¢oes fisioldgicas em paralelo com as porcentagens das cé-
lulas em proliferagdo.

Para resolver esta questio, estudou-se a sintese
desse polipeptidio em situagdes em que a porcentagem
de células em prolifera¢do mudava drasticamente. Pri-
meiro em células gigantes produzidas por irradiacio
com doses letais de RX (1000 cGY). Observou-se que
8% delas permaneceram na fase S e exibiam 1/6 da
quantidade do polipeptidio IEF 49 quando compara-
das com as do grupo controle, das quais 31% manti-
nham-se na fase S. Culturas de fibroblastos de pele
humana quando tornavam-se senescentes, a prolifera-
¢do celular cessava e observava-se paralelamente di-
minui¢do na porcentagem de sintese do IEF 49. Célu-
las de figado de rata adulta marcadas com [35 S|

methionine mostravam sintese reduzida ou auséncia de
IEF 49 em células que ndo ciclavam. Por fim, células
transformadas (imortais ou imortais e tumorigénicas)
sintetizavam esse polipeptidio continuamente e em
quantidades varidveis. A partir dessas observacdes,
postulou-se ser este polipeptidio um marcador das cé-
lulas em proliferagao’.

Paralelamente, confirmou-se que em cerca de 3% das
pacientes com lupus eritematoso sistémico um auto-
anticorpo reagia com um antigeno nuclear nas células em
proliferagdo (PCNA). Chamaram a atenc¢do para sua ex-
pressdo na fase que precedia a sintese ativa de DNA2.

Examinaram-se imunoprecipitados contendo
PCNA por eletroforese, evidenciou-se que o ponto
isoelétrico IEF 49, denominado ciclina, e o antigeno
PCNA eram idénticos?.

Trabalhando com culturas de células amniéticas hu-
manas demonstrou-se por técnica de imunofluorescéncia
indireta a seqiiéncia de aparecimento e a varia¢io na
distribui¢ao nuclear da proteina ciclina (PCNA). Os re-
sultados mostraram ainda estreita relagdo entre as por-
centagens de células exibindo sintese de DNA e os
esfregacos com reagio positiva para PCNA. Sugeriu-se
que a distribui¢do desse antigeno dependia do “status”
de duplicagdo do DNA e que o PCNA era o componen-
te central do caminho que conduzia a divisdo celular’.

Utilizando fatores de crescimento purificados deri-
vados de plaquetas e fibroblastos, demonstrou-se que am-
bos estimulavam a sintese de DNA e ciclina, evidenciando
a estreita relagdo entre eles*.

Descreveu-se uma proteina auxiliar especifica da
DNA polimerase d necessdria para sua atividade catalitica.
Afirmou-se ainda que a DNA polimerase 8 mantinha essa
habilidade de sintese de DNA na presenca dessa proteina
auxiliar?.

Em 1987 demonstrou-se por uma combinacio de co-
luna cromatografica convencional que a ciclina e essa pro-
teina auxiliar eram idénticas®.

Ogata e col. (1987) foram os primeiros a obter um
anticorpo monoclonal para PCNA, por imunizagio ativa
em cepas de camundongo purificados em rim de coelho,
denominado 19A2. Para se assegurarem da especificidade
da reagdo, removeram pequenas quantidades de auto-
anticorpos para outros antigenos nucleares com extratos
de rim de coelho que contém vestigios de PCNA, e nume-
rosos outros auto-antigenos nucleares. Afirmaram também
que estes anticorpos reagiam nao s6 com coelhos mas tam-
bém com células humanas®'.

Trabalhando com culturas de fibroblastos huma-
nos, observou-se que ap6s irradiacio com ultravioleta
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iniciava-se a atividade catalitica da DNA polimerase 8
induzindo a sintese de DNA e, com isso, promovia a
reparacao celular®.

Aprofundando neste estudo, verificou-se rdpido aumen-
to de PCNA durante a sintese de DNA, apds o dano celular.
Inferiu-se que o PCNA existe no niicleo em trés formas:
livre no nucleoplasma, como um complexo pré-sintese ou
como um complexo de duplicacio do DNA. Concluiu-se
que a ciclina também exerce ag¢@o na repara¢ao do DNA?.

Descreveu-se a aplicagdo desses anticorpos mono-
clonais especificos anti-PCNA nos esfregacos, para estu-
dar a proliferag@o das células humanas. Usando marcadores
para PCNA e DNA demonstrou-se a estreita associagao
entre os resultados, confirmados por imunofluorescéncia
indireta e por citometria de fluxo'.

Utilizando o anticorpo monoclonal (19A2) anti-
PCNA, fez-se uma analise retrospectiva em tecidos
tumorais fixados em dlcool e incluidos em parafina, usan-
do o método streptavidina-biotina-peroxidase. Seus resul-
tados foram semelhantes aos obtidos por citometria de flu-
xo do mesmo tumor. Concluiu-se ser, esse método sim-
ples, reproduzivel e valioso para andlise rotineira da cinética
celular até em tecidos fixados e incluidos em parafina.

A complexidade dos procedimentos de purificagio do
antigeno PCNA encorajou os pesquisadores a explorar ca-
minhos alternativos para obté-lo sem comprometer sua pu-
reza. Relatou-se a expressdo de um PCNA de gene
recombinante em Escherichia coli cuja proteina resultante
usou-se para imunizar cobaias. Foram isolados e caracteri-
zados onze novos anticorpos monoclonais para PCNA.
Descreveram-se as propriedades de alguns desses
anticorpos, ou seja, de reconhecer epitopos antigénicos
desde células humanas até leveduras e, principalmente, de
reagir com PCNA em cortes histolégicos fixados em
formalina. Encontraram-se maiores eficiéncia e afinidade
de reacio no anticorpo codificado PC-10 e sugeriu-se seu
uso para determinar a frag@o proliferativa em tumores™.

Finalmente, utilizou-se esse novo anticorpo (PC-10).
Foram investigados os efeitos da fixacao e dos reagentes
habitualmente empregados. Considerou-se o tempo de fi-
xa¢do como importante fator na imuno-reatividade do
PCNA. Demonstrou-se que esse anticorpo reconhece
PCNA em tecidos convencionalmente fixados e processa-
dos em parafina; também sua estreita relagdao com outros
marcadores de atividade proliferativa no mesmo tecido
como: Ki67, citometria de fluxo, incorporagdo com
bromodeoxyuridine'?.

Conseqiiéncia do maior interesse despertado por esse
novo anticorpo, fez-se uma analise comparativa entre 19A2
e PC-10 utilizando material de arquivo fixado em formalina.

Observou-se boa correlac@o entre eles nos casos que reagi-
ram para ambos os anticorpos. Evidenciaram-se reagoes
mais confiaveis e, em maior nimero dos casos, para o
anticorpo PC-10. Concluiu-se que esse anticorpo poderia
reconhecer diferentes epitopos do PCNA, e quais seriam
mais resistentes as alteragoes pelos processos de fixagao'.

Desde entdo os trabalhos foram se acumulando na li-
teratura, sempre enfatizando a correlagdo da imuno-
reatividade para PCNA e os fatores de progndsticos, dis-
cutindo as controvérsias do método e questionando as pos-
siveis causas dos diferentes resultados.

Assim, intimeros pesquisadores destacaram sua corre-
lagao com o indice mitético, grau de diferenciagio histolégico
e nuclear, sobrevida livre de cancer e sobrevida global. Tam-
bém referiram estreita relagao com outros marcadores de ati-
vidade proliferativa do tumor como: Ki67, incorporacao da
timidina tritiada, incorporacdo da bromodeoxyuridine,
citometria de fluxo, citometria estitica computadorizada. Da
mesma forma, com a proteina C-erb-B2, expressdo da p53,
receptor para EGF e auséncia de receptores hormonais.
Enfatizaram ser o método de resultados confidveis,
reproduziveis, de técnica facilmente adaptavel na rotina
laboratorial e, principalmente, ndo oneroso'® 219234,

Entre nds, analisou-se o valor das caracteristicas cli-
nicas, andtomo-patolégicas e imunohistoquimicas (PCNA,
pS2, p29) na previsdo da recidiva em 51 pacientes com
tumores phyllodes de mama®.

Avaliou-se, também, a expressao imunohistoquimica
para PCNA em 28 sarcomas de partes moles. Os resulta-
dos mostraram haver relagdo significativa com o grau
histolégico, nimero de mitoses e celularidade”.

Em pacientes com cancer de mama (estagio II) estu-
dou-se o valor prognéstico do PCNA e notou-se haver sig-
nificativa associagdes com valores crescentes de ciclina e
a piora na classificaciio dos graus nuclear e histolégico,
em particular nas pacientes que tinham axila negativa'.

A utilizagao dos métodos imunohistoquimicos como
fator de progndstico tem sido bastante estudada, e seus re-
sultados mostram-se bastante confiaveis.

Além do mais, mantidas as tendéncias atuais na cres-
cente incidéncia do cincer mamario, no desenvolvimento
técnico dos aparelhos, na melhoria dos filmes mamograficos
e das técnicas de mamografia, veremos aumentar o nime-
ro de doentes e do diagndstico em tumores pequenos € in-
clusive nao palpdveis.

Isso faz com que essas técnicas, tal como o PCNA,
que prevém o progndstico em pequenas porg¢des de tecido
ou nos esfregacos citoldgicos e que sdo facilmente adapta-
veis a rotina laboratorial, desempenhem importante papel
no presente e com mais certeza em futuro préximo.
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A NEW MARKER OF PROLIFERATION ACTIVITY (PCNA/CYCLIN)

The authors of the present study report the importance of the prognostic factors in the
treatment of breast cancer. They have observed that the clinical data and the
anatomopathological parameters have been insufficient to estimate the prognosis, particularly
when the axillary lymphonodes are free of neoplasic compromising. They also emphasize
that within recent years, researches have attempted to reflect the tumoral aggressiveness through
data involving the proportion of tumoral growth and the proliferating cells. In addition to
that, this study also provides a review of the markers of tumoral proliferative activity and
introduces a new polypeptide, which is identifiable in paraffined material, is easily adaptable
to laboratorial routines and demonstrates highly significant results when correlated with the
prognostic factors.
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