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RESUMO

Atualm ente considera-se esôfago ou epitélio de B arrett a condição pela 
qual o epitélio escam oso do esôfago é substituído pelo epitélio colunar 
especializado,o qual se caracteriza pela presença de células caliciform es tanto no 
epitélio de revestim ento como no epitélio glandular. O esôfago de B arrett é o 
único fator de risco bem  docum entado para o desenvolvim ento de 
adenocarcinom a do esôfago distai, o que explica a ênfase dada a essa condição 
pré-m aligna. Existe considerável grau de subjetividade e discordância 
interobservadora e intraobservadora neste diagnóstico. O progresso no 
conhecim ento da biologia m olecular pode perm itir o aperfeiçoam ento 
diagnóstico nesta patologia. Com  o objetivo de analisar novos parâm etros para 
com plem entar o diagnóstico convencional das m etaplasias, utilizou-se uma 
amostra inicial constituída de 86 biópsias endoscópicas de esôfago de Barrett,as 
quais foram  reavaliadas independentem ente por dois patologistas pelos critérios 
que caracterizam  o esôfago de B arrett sem displasia. A pós a confirm ação dos 
laudos a am ostra final foi de 60 blocos de parafina contendo esôfago de Barrett, 
com ausência de displasia. O restante excluído não apresentava m aterial 
suficiente para a realização de novos cortes histológicos, apresentavam  os tecidos 
sobrepostos na lâm ina em estudo ou m aterial inadequadam ente conservado.. 
Realizou-se a técnica de coloração im unohistoquím ica utilizando-se o anticorpo 
prim ário policlonal de coelho-IgG  anti galectina-1 e anticorpo secundário 
biotinilado policlonal anti IgG de coelho. O padrão de expressão da galectina 1 
foi avaliadoim unohistoquím icam ente nas diferentes estruturas deste epitélio. A 
quantificação da coloração foi realizada através da citom etria de imagem, pelo 
sistema inform atizado de análise SAM BA 4000. Foram  com putadorizadas três 
variáveis: índice de m areagem , densidade óptica m édia e heterogeneidade da 
amostra. Os resultados obtidos revelaram  positividade de expressão do m arcador 
utilizado nas seguintes estruturas analisadas: epitélio de revestim ento, epitélio 
glandular e tecido conjuntivo. A diferença da m édia do índice de m areagem  do 
epitélio de revestim ento e tecido epitelial glandular teve um  valor extrem am ente 
significante (p = 0.0004), o m esm o ocorrendo quando avaliava-se a diferença do 
índice de m areagem  entre tecido epitelial glandular e tecido conjuntivo (p =
0.0001). Em  relação à diferença de densidade óptica m édia entre tecido epitelial 
glandular e tecido conjuntivo foi considerada significante (p = 0.0001) como 
tam bém  foi significante esta diferença entre tecido epitelial de revestim ento e 
tecido conjuntivo. Concluiu-se que o sistem a SAM BA 4000 perm ite a análise 
quantitativa do m arcador de m aneira subjetiva, as quais passam  a não depender 
unicam ente da apreciação do investigador, este m étodo pode ser utilizado em 
rotinas laboratoriais como técnica auxiliar no diagnóstico do esôfago de Barrett 
sem displasia.



A B ST R A C T

Nowadays, B arrett’s oesophagus or epithelium  is considered to be the 
condition in which stratified squam ous epithelium  is replaced by specialised 
colum nar epithelium . B arrett’s oesophagus is the only well-docum ented risk 
factor in the developm ent o f B arrett’s adenocarcinom a, which explains the 
emphasis given to this pre-m alignant condition. D iagnosis involves a high level 
o f both inter-observer and intra-observer subjectivity and discordance. The 
progress in M olecular Biology know ledge m ay allow both diagnostic and 
therapeutic perfection o f this pathology. W ith the objective o f analysing new 
param eters to com plem ent the conventional diagnosis o f m etaplasias, a sample 
m ade up o f 60 paraffin blocks containing dysplasia-absent B arrett’s epithelium, 
was used. The expression standard G alectina 1 was examined 
im m unohistochem ically in the different structures o f the epithelium . The 
staining quantification was carried out by im age cytophotom etry, using the 
com puterised analysis system SAM BA 4000. Three variables w ere computed: 
labelling index, m ean optical density and sam ple heterogeneity. The results 
obtained revealed positiveness o f expression o f  the m arker used in all the 
analysed structures. The difference in the labelling index averages o f the 
covering epithelium  and the glandular epithelial tissue was o f an extremely 
significant value (p = 0.0004), the same occurring w hen the difference in the 
labelling index averages o f the glandular epithelial tissue and the conjunctive 
tissue (p = 0.0001) was evaluated. In relation, the difference in the m ean optical 
density o f the glandular epithelial tissue and the conjunctive tissue was 
considered to be significant (p = 0.0001) as was the difference betw een covering 
epithelial tissue and conjunctive tissue. It was concluded that image 
cytophotom etry is an effective auxiliary diagnostic m ethod for quantifying 
im m unohistochem ical markers.



1 INTRODUÇÃO

A com preensão da progressão tum oral, como processo evolutivo das 

fases iniciais de transform ação celular até a aquisição do fenótipo invasivo e/ou 

metastático, perm itiu o estabelecim ento de um a série de conceitos da moderna 

biologia celular e m olecular, como os dos m ecanism os de controle do ciclo 

celular, m orte celular program ada (apoptose), m ecanism os de manutenção, 

rem odelam ento dos tecidos e de colonização seletiva de órgãos à distância.

O argum ento freqüentem ente utilizado é que a partir da definição dos 

elem entos do processo de m odificação, no nível celular e m olecular, seja possível 

determ inar que fatores biológicos tenham  papel no diagnóstico precoce, 

definição do prognóstico e orientação do tratam ento específico. No entanto, o 

impacto destes achados na prática clínica ainda hoje é restrito; além  do que, o 

valor dessas variáveis como fatores independentes na determ inação de 

prognóstico e/ou conduta terapêutica precisa ser estabelecido 

(CHAM M AS,1999).

Os pacientes com  esôfago de Barrett, quando com parados com  a 

população em geral, apresentam  risco 30 a 40 vezes mais alto de desenvolver 

câncer. O prognóstico dos que apresentam  a doença é som brio e só será possível 

m odificá-lo tentando o reconhecim ento e detecção das lesões que o antecedem  

(W ILLIAM SON, ELLIS e GIBB, 1991).



De acordo com FERRA N D O  et al. (1998), desde 1984 os trabalhos 

prospectivos questionam  a m agnitude deste risco e determ inam  a necessidade de 

seguim ento endoscópico de todos os pacientes. D iscute-se também, ser este um 

procedim ento de alto custo, porém  com  a possibilidade de detectar o 

adenocarcinom a precocem ente quando a cirurgia ainda pode ser curativa. A 

biópsia evidenciando displasia continua sendo o padrão ouro como m arcador de 

risco aum entado para a m alignidade, em bora nem  sem pre se reconheça esta etapa 

ou seu tempo de evolução. O desenvolvim ento do esôfago de Barrett ocorre em 

torno de 40%  dos pacientes com  esofagite de refluxo e tem  dem onstrado um a 

distribuição bim odal com  um  pico entre 0 e 15 anos e outro entre 40 e 80 anos de 

idade afetando preferencialm ente hom ens brancos. A incidência de neoplasia em 

um  paciente com esôfago de B arrett tem sido estim ada de 1 em 46 até 1 em 441 

pacientes por ano.

A displasia não poderia ser considerada m arcador potencial de 

malignidade já  que mesmo entre patologistas experientes, existe considerável 

grau de subjetividade e substancial discordância interobservador e 

intraobservador no diagnóstico e classificação das lesões m etaplásicas e 

displásicas. Considera-se ainda que existe a necessidade de serem encontrados 

métodos mais acurados e objetivos para sinalizar o risco de transform ação para 

malignidade (GIM ÉNEZ et al.,1998).

O adenocarcinom a de esôfago tem  aum entado em países desenvolvidos 

sobretudo nas três últimas décadas, refletindo genuíno aumento em sua lesão 

precursora o esôfago de Barrett, apesar do avanço nas m ultim odalidades 

terapêuticas o prognóstico do adenocarcinom a continua ruim. Os recentes 

avanços no estudo do esôfago de Barrett, perm item  observar que a progressão da 

m etaplasia para adenocarcinom a está associada com  alterações que incluem: 

aneuploidia, deleção crom ossôm ica, instabilidades crom ossôm icas, produção e 

resposta inapropriada aos fatores de crescim ento e alteração nas m oléculas de 

adesão m olecular. Estas alterações ocorreriam  em um  m om ento anterior à



invasão. A exploração destes eventos m oleculares pode levar a diagnósticos mais 

precoces e m elhor entendim ento destas lesões^ O processo pelo qual o epitélio 

escamoso é substituído pela m etaplasia intestinal especializada é pouco 

conhecido, talvez um dos eventos m oleculares precoces seja a seleção e 

propagação dos clones de m etaplasia intestinal especializada, subsequente à 

perda da adesão celular e instabilidade genômica. U m a vez estes elem entos 

definidos será possível determ inar fatores biológicos com  im pacto no diagnóstico 

precoce e mais especificidade no tratam ento (JANKOW SKI et al. ,1999).

A glicobiologia teve seu papel reconhecido quando ficou dem onstrado 

que as partes glicânicas dos glicoconjugados não são som ente elem entos passivos 

plásticos de estabilização da conform ação protéica ou elem entos da estrutura de 

proteção, mas que têm papel ativo e específico nos sinais de reconhecim ento 

celular (LIS e SHARON, 1993; M ONSIGNY, 1994).

A glicohistoquím ica ocupa lugar de destaque, com  a vantagem  

insubstituível de m anter a integração das células dos tecidos e tam bém  de revelar 

suas ligações m orfológicas. A descoberta das lectinas abriu um  capítulo novo da 

histoquímica: a glicohistoquím ica moderna. Entre as lectinas endógenas, as 

galectinas, definidas como um a fam ília de proteínas que tem  afinidade por p- 

galactosídeos são as mais estudadas (DANGUY et al., 1998). De acordo com 

HASSID (1996), a especificidade destas moléculas por seus proteoglicanos e 

receptores endógenos, aliada a sistemas de visualização inform atizados altam ente 

capazes, perm itiram  aprim orar as análises, razão pela qual se propõe a utilização 

da glicohistoquím ica como ferram enta para caracterizar algum as das 

propriedades biológicas na m etaplasia intestinal do esôfago de Barrett.

A citom etria de im agem  com putadorizada, em cortes de tecidos, tem  a 

vantagem  de analisar estruturas preservadas em seu conjunto arquitetônico, 

perm itindo correlação m orfológica e seleção das áreas do tecido com  padrões 

histológicos variados na m esm a região, para identificação de m udanças pré- 

malignas ou tum ores in situ  (SUSNIK et al., 1995). O m aterial utilizado pode



ser exam e histopatológico de rotina ou m aterial de arquivo. Outra vantagem  da 

análise de imagens é a quantificação das reações histoquím icas, histoenzim áticas 

e im uno-histoquím icas. A positividade da am ostra passa a ser expressa em 

porcentagem , o que confere m aior objetividade ao exam e possibilitando assim 

um a m aior sensibilidade a pequenas variações, que algum as vezes podem  não 

serem percebidas ao olho humano.

As alterações m oleculares na seqüência evolutiva da m etaplasia do 

epitélio de Barrett para displasia e câncer são na atualidade objeto cada vez maior 

de pesquisas. Até o mom ento os m arcadores ainda não estão testados em grande 

escala, e são estudados na tentativa de se determ inar um a potencial utilização 

como auxiliares no aperfeiçoam ento diagnóstico dos pacientes em 

acom panham ento (W EINSTEIN, 1999).

Os objetivos deste estudo foram:

1) avaliar a presença de galectina-1 no esôfago de Barrett, sem

displasia;

2) quantificar a porcentagem  de m arcação da galectina-1 no epitélio de 

revestim ento, no epitélio glandular e tecido conjuntivo de biópsias endoscópicas 

do esôfago de Barrett sem displasia, utilizando o Sistem a Inform atizado de 

Análise de Im agem  (SAM BA 4000);

3) avaliar esta m etodologia como técnica de quantificação de 

marcadores im uno-histoquím icos em  rotinas de diagnóstico laboratorial no 

esôfago de Barrett.



2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS CONCEITUAIS

2.1.1 CITOFOTOMETRIA

A tradicional maneira para avaliar o grau de malignidade de um corte 

histológico proveniente de uma lesão estava exclusivamente baseado em 

características qualitativas, associadas com freqüente grau de subjetividade e 

pouca reprodutibilidade. Novas técnicas baseadas nas análises quantitativas 

desenvolvidas nas últimas décadas permitiram maior eficiência e objetividade nas 

análises histopatológicas (SORENSEN, 1995: NAZERAN et al., 1995).

Estudos, principalmente em tecidos animais, têm expandido 

significativamente na tentativa de se encontrar nova e objetiva maneira de realizar 

diagnósticos, prognósticos e diferenciação de subtipos em várias neoplasias, 

através de técnicas glicoimuno-histoquímicas, as quais apresentam alta resolução 

e sensibilidade (DANGUY et al., 1995).

As mudanças que ocorrem nos componentes das células e tecidos em 

várias doenças podem ser quantificadas e qualificadas pela morfometria, 

fornecendo dados úteis ao diagnóstico como também ao prognóstico do curso da 

doença. Embora os princípios da morfometria sejam conhecidos há séculos, com a 

evolução da informática e os progressos efetuados no domínio da análise de 

imagens microscópicas, foi possível desenvolver a automatização da obtenção da



imagem e, paralelamente, aumentar a velocidade desta obtenção (TRUE, 1996; 

KATEMENTSKY et al., 1997).

A imuno-histoquímica desde a sua introdução no início de 1940 tem se 

desenvolvido em várias direções e, um dos aperfeiçoamentos de sua utilização, foi 

a mensuração da quantidade de coloração imuno-histoquímica das células, 

conhecida como imunoquantificação pela análise de imagem (BRANDTZAEG, 

1998).

Entre as técnicas modernas que permitem direcionar a conduta 

diagnostica, prognostica ou terapêutica nas várias especialidades da medicina, a 

citometria por imagem tem obtido ampla aceitação. O termo análise de imagem é 

o processo reservado a uma disciplina da patologia que tem por objetivo obter 

informações de maneira objetiva e reprodutível, através de medidas e contagens 

(MEIJER et al., 1997).

A análise informatizada de imagens citológicas ou histológicas permite a 

descrição quantitativa de diversos marcadores protéicos, glicoproteicos ou

glicohistoquímicos. Neste tipo de análise simultaneamente obtém-se a informação 

microscópica e matemática, as imagens analógicas observadas na microscopia são 

transformadas em imagens numéricas e assim é possível o tratamento estatístico 

dos dados (HASSID, 1996). As principais etapas da análise consistem: 1) na

aquisição da imagem dos objetos analisados, através da captura e

armazenamento; 2) na determinação dos parâmetros fotométricos de fundo, pela 

obtenção de um contraste máximo da imagem a ser considerada eliminando os 

artefatos; 3) na segmentação da imagem, a qual permite a obtenção das medidas 

relacionadas ao reconhecimento do objeto a ser analisado; 4) na descrição 

numérica da imagem (OBERHOLZER et al., 1996).

No início dos anos 80, foram desenvolvidas novas técnicas

computadorizadas e de captação de imagens através de câmeras, permitindo o



abandono das metodologias analógicas em benefício da captação e 

armazenamento numérico da imagem. O conversor é um chip, o qual produz um 

valor numérico entre 0 e 255, sendo que o valor 0 corresponde ao preto e 255 ao 

branco. A gradação entre estes valores é representada por tons de cinza que será 

convertida em imagem numérica. O olho humano é capaz de diferenciar apenas 64 

diferentes tons de cinza, muito diferente dos 256 obtidos pela fotocitometria.

Inovações tecnológicas na década de 1990 permitiram o 

desenvolvimento da citometria por scanner, apresentando uma série de benefícios, 

incluindo a relocalização da célula para visualização e outros aspectos adicionais 

de mensuração. Nesta década, também, os microscópios tornaram-se mais viáveis 

e programas desenvolvidos permitiram facilitar as medidas da área da célula e 

componentes dos tecidos (MEIJER et al., 1997).

2.1.2 LECTINAS

A maioria das proteínas expostas na superfície celular, da membrana 

plasmática de todas as células eucarióticas, contém cadeias de oligossacarídeos 

que lhe são covalentemente ligados. Essa cobertura de carboidratos ajuda a 

protejer a superfície celular de lesões mecânicas e químicas e algumas das cadeias 

de oligossacarídeos são reconhecidas por proteínas de superfície celular ligantes 

de carboidratos, as lectinas (ALBERTS et al., 1997).

O estudo das lectinas das plantas iniciou-se com Hermann 

STILLM ARK’S, em 1888, porém a galectina-1 foi a primeira galectina de 

mamífero descoberta em 1975, por TEICHBERT. Por mais de 20 anos suas 

funções permaneceram obscuras (COOPER, 1997).

As lectinas de plantas e invertebrados são comumente aceitas como 

instrumentos glicohistoquímicos para a análise de estruturas normais e alteradas de 

glicosaminoglicanos em histologia e patologia. As lectinas dos mamíferos e



neoglicoproteínas são acréscimos recentes a este painel para identificação de 

epítopes de carboidratos (BRINCK et al., 1998).

As lectinas e integrinas são classificadas esquematicamente como 

moléculas de adesão, sendo que as lectinas são divididas em cinco grupos de 

acordo com seus ligantes específicos: 1) lectinas tipo C a qual tem como ligantes 

a manose, galactose e fucose; estas lectinas incluem grande classe de distintas 

glicoproteínas entre as quais as selectinas e seus ligantes, que desempenham papel 

crítico nos processos de invasão de vários tipos de cânceres incluindo os de 

estômago, pulmão e melanomas; 2) lectinas tipo I tendo como ligantes a Man6 

GlcNac, ácido hialurônico, a2,3/a2,6-sia]olactose; 3) lectinas tipo S que 

apresentam como ligantes os (3-galactosídeos onde se encontram as galectinas; 4) 

as lectinas tipo P tendo como ligantes a M anose-6-fosfato; 5) pentraxinas que 

possuem monossacarídeos sulfatados e fosforilados como ligantes (GABIUS, 

1996; DANGUY et al., 1998).

As galectinas constituem o terceiro grupo de lectinas, tipo S ou seja, 

solúvel-lactose-ligante. Elas se unem especificamente aos (3-galactosídeos 

presentes em muitos componentes da matriz extracelular, incluindo laminina, 

fibronectina e colágeno. O nome genérico de galectinas foi proposto em 1994, 

para uma família de lectinas animais, as quais tinham capacidade de se ligar a 

galactose e possuíam uma seqüência característica de aminoácidos. Apresentam 

como característica o fato de serem solúveis, metal independentes em suas 

atividades, não possuírem pontes dissulfídicas e na maioria dos casos 

apresentarem o terminal N acetilado como as proteínas plasmáticas. Entretanto, 

sua localização histológica é diversa, não restrita ao citoplasma, mas também 

presente no núcleo, sobre a superfície celular e no interior da matriz extracelular 

(H1RABAYASHI, 1997; PERILLO et al., 1998).



As galectinas, atualmente, são numeradas em ordem de descobrimento e 

registradas no Gen Bank. Existem, de acordo com este sistema, dez galectinas de 

mamíferos registradas, cada uma das quais, preenchendo critérios mínimos, como 

ter afinidade por [3-galactosídeos e estrutura definida similar no carboidrato de 

reconhecimento do domínio os quais são derivados de dois exons e apresentam 

uma extensa seqüência homóloga dentro da mesma família (HIRABAYASHI, 

1997; HUGHES, 1997; PERILLO et al., 1998).

De acordo com os seus arranjos arquitetônicos, as galectinas foram 

classificadas em três diferentes tipos estruturais: proto, chimera e tandem-repeat. 

No primeiro grupo, proto, o qual é constituído de homodímeros não covalentes, 

compostos por dois idênticos carboidratos de reconhecimento do domínio, as 

galectinas-1, -2, -5 , -7 são encontradas. No grupo tipo chimera, cuja estrutura é 

composta por um carboidratos de reconhecimento do domínio ligado a prolina, 

glicina e tirosina o único membro desta família é a galectina-3, e no terceiro grupo 

tandem-repeat constituído por dois distintos carboidratos de reconhecimento do 

domínio estão incluídas as galectinas-4 ,-6, -8 e -9 (KASAI e HIRABAYASHI,

1996).

A galectina-1 é referida como um homodímero de 14kDa. O carboidrato 

de preferência para esta galectina ligar-se é a lactosamina, o qual está presente em 

muitas glicoproteínas contrareceptoras. Há várias glicoproteínas identificadas que 

se ligam a galectina-1, incluindo a laminina, fibronectina, proteína associada a 

membrana do lisossoma, CD43 e CD45 da superfície protéica da membrana das 

células hematopoiéticas (PERILLO et al., 1998).

Como resultado da capacidade de união aos carboidratos da superfície 

celular, as galectinas podem mediar várias funções biológicas. A interação 

carboidrato-proteína é utilizada no mecanismo de adesão celular através do 

reconhecimento de peptídeos. O código de açúcares contribui significativamente



para a especificidade da seleção celular dos ligantes participantes. A galectina-1 e 

galectina-3, lectinas ligantes a galactosídeos com pesos moleculares de M (r) 

14,797 e 31,000 respectivamente, são expressas em células normais e malignas e 

têm sido propostas como mediadoras dos contatos de adesão célula-célula e 

célula-matriz, e como indutoras da apoptose de algumas células (OHANNESIAN 

et al., 1995; KALTNER e STIERSTORFER, 1998). Sendo implicadas também, 

em fenômenos como regulação do crescimento celular, diferenciação celular, 

morfogênese, embriogênese e capacidade de invasão do câncer (OHANNESIAN 

et al. 1995; KASAI e HIRABAYASHI, 1996; BRÜLE et al. 1997; PERILLO et al. 

1998).

As galectinas são provavelmente responsáveis pelo reconhecimento da 

estrutura N-acetilactosamina (LacNAc), que está presente em vários 

glicoconjugados e consideradas como importantes glicocódigos (KASAI e 

HIRABAYASHI, 1996). Partindo-se da avaliação da secreção, modulação e 

interação da galectina com a laminina, observa-se que ela pode ser secretada por 

uma via não clássica e pode interagir com a laminina e outros glicoconjugados 

extracelulares in vivo (COOPER, 1997).

As alterações da interação da célula tumoral com a laminina, são 

características fenotípicas consistentes de invasão e metástase. Qualitativa e 

quantitativamente, mudanças na expressão da proteína ligante a laminina têm sido 

correlacionadas com a capacidade das células cancerígenas de atravessar a 

membrana basal. Tais modificações fenotípicas estão relacionadas com 

prognóstico insatisfatório ( BRULE et al., 1996).

O padrão de expressão de diferentes galectinas muda durante o 

desenvolvimento e este padrão é também alterado em determinados locais da 

inflamação e em carcinomas de mama, colon, próstata e tireóide. O nível de 

expressão de algumas galectinas em células tumorais parece estar correlacionado



com o potencial metastático. Expressão aberrante das galectinas na superfície das 

células tumorais parece ser indicativo de prognóstico ruim (PERILLO et al.,

1998).

A galectina-1, também é conhecida como galaptina ou L-14 e a 

galectina-3 também conhecida como CBP 35, Mac 2, L-29 e L-34, parecendo 

serem as mais envolvidas nos processos de invasão.

O papel biológico das galectinas tem se expandido rapidamente e as 

funções propostas até o momento podem ser sintetizadas nos mecanismos de 

adesão, podendo promover ou inibir a adesão celular, regular a proliferação celular 

e a sobrevida da célula. O mecanismo de adesão celular pode ser observado nas 

ações mediadoras da adesão das células T em relação as células epiteliais e na 

inibição da adesão dos mioblastos na laminina. Pode estimular a proliferação de 

células endoteliais e inibir a proliferação dos fibroblastos humanos em células de 

cultura. Em relação a regulação da sobrevivência da célula, induz a apoptose das 

células T e os macrófagos a eliminarem uma citotoxina (BRÜLE et al., 1995; 

ITZKOWITZ, 1997; PERILLO et al., 1998).

2.2 ENSAIOS EXPERIMENTAIS E CLÍNICOS

Foram obtidos conceitos, dados e informações sobre galectinas em 

ensaios experimentais e clínicos realizados em cólon, pele, timo, tireóide, 

endométrio, íítero, bexiga, placenta e embriogênese. No entanto, não foram 

encontrados na literatura trabalhos relativos a expresssão de galectina-1 no 

esôfago de Barrett, tema deste estudo.

Os autores dos ensaios referidos acima apresentam dados sobre a 

expressão da galectina-1, que foram reunidos e cujas conclusões são apresentadas



subdivididas esquematicamente em ensaios experimentais e clínicos, para melhor

compreensão e efeito deste trabalho.

2.2.1 ENSAIOS EXPERIM ENTAIS

Nos ensaios experimentais observou-se que :

- células de ovário de hamster chinês sintetizam galectina-1. A cinética de 

externalização da galectina-1 mostrou que as células segregam a proteína em 

aproximadamente 20 horas e que a forma da superfície celular da galectina-1 

em células do ovário do hamster é ativa e ligada à superfície de 

glicoconjugados (CHO e CUMM INGS, 1995);

- a super expressão da galectina-1 causa a transformação de fibroblastos 

BALB3T3. A galectina-1 purificada (t-galectina-1) tem potente atividade 

mitogênica em células BALB3T3, mas não apresenta atividade ligante de 

açúcar. O tratamento da t-galectina-1 com 2-mercaptoetanol diminui sua 

atividade mitogênica, porém resulta no aparecimento de atividade ligante de 

açúcar. A modificação química de grupos sulfidril na t-galectina-1 com [14C]- 

iodoacetamida sugere a presença de ligações dissulfídicas intramoleculares. 

Estas ligações dissulfídicas intramoleculares da t-galectina-1 são essenciais 

para sua atividade mitogênica e diferentes atividades podem ser reguladas por 

mudanças estruturais causadas pela sua quebra (YAMAOKA et al., 1996);

- a dimerização e divalência são presumivelmente importantes. Mutações 

específicas em galectina-1 de hamster podem alterar o equilíbrio monomérico- 

dimérico sem afetar a atividade de ligação de carboidrato. A disponibilidade de 

monômeros ativos e dímeros covalentes funcionais de galectina-1 podem 

auxiliar em futuros estudos para compreensão da função biológica da lectina 

(CHO e CUMMINGS, 1996);



- a lectina consiste de uma única cadeia idêntica de subunidades de polipetídeos 

composta de 134 amino-ácidos (massa calculada, 14,797 daltons), e seu 

resíduo terminal, alanina, é N-acetilada. Quando comparada com as sequências 

de galectinas conhecidas, a galectina do ovário do sapo Bufo arenarum Hensel 

em sua estrutura primária, com especificidade do carboidrato e especialmente 

de suas propriedades bioquímicas, exibe a mais alta identidade (48% de toda 

molécula e 77% do carboidrato de reconhecimento do domínio), com 

galectina-1 do baço bovino, mas supreendemente menor identidade (38% de 

toda a molécula e 47% para o carboidrato de reconhecimento do domínio) com 

uma galectina da pele de outra espécie de sapo Xenopus laevis skin. A  

galectina do sapo compartilha também, três dos seis resíduos de cisteína que 

são conservados em todas as galectinas-1 de mamíferos. Conclui-se que dentro 

da família das galectinas a correlação entre conservação da estrutura primária 

e distâncias filogenéticas entre as espécies fonte poderia não ser direta como 

propostas por outros autores (AHMED et al., 1996);

- algumas galectinas do aparelho digestório de ratos Wistar, entre 6 e 8 semanas 

de vida de ambos os sexos, parecem ser produzidas pelo epitélio, podendo ser 

secretadas extracelularmente. A galectina recombinante é biologicamente ativa 

e útil como prova citoquímica para determinar endógenos ligantes da galectina-

1. A galectina recombinante reconhece intensamente a mucina e a célula 

epitelial de superfície do glicocálice do tecido gastrointestinal. A razão pela 

qual a galectina recombinante não reconhece a membrana basal é obscura e 

provavelmente se deve ao fato dela estar completamente ocupada pela 

galectina-1 endógena, não havendo substrato livre para a galectina 

recombinante exógena. Estes complexos ligantes de galectina podem ter papel 

protetor na superfície celular contra o conteúdo do lúmen, como secreção 

gástrica, enzimas digestivas e outros organismos (W ASANO e H1RAKAWA,



1997);

- a sequência de aminoácidos completa da galectina-1 ovina, obtida por digestão 

tríptica e quimotríptica, revela que esta proteína ligante a carboidrato 

compartilha todos os resíduos absolutamente preservados e críticos 

encontrados em outros membros da subfamília de mamíferos da galectina-1. 

Acréscimo de lactose não produz mudanças significativas, sugerindo que ela 

não causa modificações na estrutura secundária da lectina. Neste estudo 

observaram a potencial atividade inibitória da galectina-1 no crescimento 

celular e implicações na morte de células T, e encontraram evidências das 

propriedades antagônicas entre as galectinas-1 e-3 (IGLESIAS et al., 1998);

- o anticorpo monoclonal para galectina-1 de cérebro humano liga-se 

especificamente a galectina-1 de várias origens animais, mas não se une a 

galectina-2 e nem galectina-3, o que induz particularmente sua 

monoespecificidade com eficiência (CORNILLOT et al., 1998).

2.2.2 ENSAIOS CLÍNICOS

Nos ensaios clínicos em cólon foram observadas as seguintes

constatações:

- a galectina-1 foi expressa em 7 linhas celulares e a galectina-3 em 20 das 21 

linhas celulares detectadas de carcinoma de cólon humano. A galectina-3 

demonstrou ligar-se à laminina humana, ao antígeno carcinoembriogênico e à 

glicoproteína da membrana lisossômica, que estão envolvidos com a adesão 

celular e foi localizada sobre a superfície celular das células KM12. Várias 

glicoproteínas endógenas e proteínas de superfície celular de pesos 

moleculares variando entre M (r) 58 a 200 foram identificadas como ligantes 

da galectina-3. Conclui-se que a galectina-3 interage com várias moléculas de 

adesão e sugere-se que ela pode ter um papel na adesão celular do carcinoma



do cólon humano (OHANNESIAN et al., 1995);

- expressão da galectina-1 foi detectada principalmente nas células do tecido 

conjuntivo e correlacionada com a progressão tumoral da mucosa normal para 

adenoma e carcinoma (p<0,0001). A mucosa coloretal normal apresenta fraca 

ou negativa expressão de galectina-1, enquanto que a expressão de galectina-1 

foi intensa em 40% dos adenomas estudados e em 84% dos carcinomas. Não 

houve correlação entre a expressão da galectina-1 e o grau de displasia nos 

adenomas. A galectina-1 na mucosa coloretal é predominantemente um 

produto do tecido conjuntivo cuja super expressão está associada com a 

progressão neoplásica do câncer coloretal (SANJUÁN et al., 1997);

- a apendicite não causa alterações identificadas na ligação da neoglicoproteína; 

em contraste, a tumorogênese do adenoma colônico foi caracterizada pelo 

aumento da lectina-reativa a galactose (Gal; Gal-beta 1, 3-GalNAc), fucose e 

N-acetilglucosamina. O estudo revelou que lectinas endógenas e 

neoglicoproteínas são importantes instrumentos glicohistoquímicos para 

análise na gastroenteropatologia (BRINCK et al., 1998);

- os glicoconjugados são ferramentas capazes de determinar a natureza benigna 

versus maligna do adenoma coloretal. A expressão dos glicoconjugados foi 

demonstrada pela expressão de cinco lectinas vegetais nominadas Arachis 

hypogaea (PNA), Dolichos biflorus (DBA), Amaranthus cciudatus (ACA), 

Macickia amurensis (MAA) e Sambucus nigra (SNA), pertencentes à família 

de antígenos de Thomsen-Friedenrich. O padrão de coloração 

glicohistoquímica pôde identificar entre benigno (normal e baixo grau de 

displasia) e maligno (alto grau de displasia, carcinoma in situ e câncer), 

sugerindo que as displasias parecem ser distintas em dois grupos ao invés de 

três e que as displasias de alto grau são distintas do carcinoma in situ. Em 

síntese, observa-se que a maioria das displasias de alto grau são ainda benignas



enquanto os carcinomas in situ são realmente lesões carcinomatosas e devem 

ser tratados devidamente; que as displasias de alto grau são biologicamente 

diferentes do carcinoma in situ e que estas duas entidades não devem ser 

incluídas no mesmo grupo (BRONCKART et al., 1999).

Ensaios clínicos em pele humana demonstraram que:

- a pele humana normal produz galectina; ela está localizada na epiderme, 

particularmente nos queratinócitos, células de Langerhans e também na derme, 

sendo importante para o contato célula/célula e/ou adesão na epiderme e na 

interação célula/matriz (AK1MOTO et al., 1995);

- a galectina-1 parece participar da adesão celular do melanoma com a laminina 

e poderia ser um modulador de invasão e metástase. Sugere-se que a alteração 

da expressão da galectina-1 pode ser um caminho na evolução dos processos 

invasivos (BRÜLE et al., 1995).

Os estudos relacionados com o timo detectaram que:

- as células epiteliais do timo humano sintetizam a galectina-1, que liga 

oligossacarídeos da superfície dos timócitos e das células T linfoblastóides. O 

grau de ligação da galectina-1 com os timócitos está relacionado com o estágio 

de maturação das células, ou seja, timócitos imaturos ligam mais galectina-1 

do que os maduros. Sugere-se que a galectina-1 participa das interações das 

células epiteliais/timócitos/tímicas e que esta interação pode ser regulada pela 

expressão de oligossacarídeos ligantes sobre a superfície dos timócitos 

(BAUM et al., 1995);

- a galectina-1, sintetizada por células tímicas epiteliais em timo juvenil normal, 

serve como mediadora entre a adesão de células T imaturas e epitélio do timo 

(HAFER-MACKRO et al., 1996);

a expressão da galectina-1 em células epiteliais do timo parece ter um papel de 

adesão celular na hiperplasia e neoplasia tímicas, observados na doença auto-



imune miastenia gravis. Há abundante expressão de galectina-1 em células 

epiteliais de timos hiperplásicos e neoplásicos de pacientes com miastenia 

gravis. Culturas primárias de células epiteliais neoplásicas de um timoma 

expressam galectina-1 e ligam células T imaturas; a ligação de célula T é 

inibida pelo acréscimo de lactose e tiodigalactosídeo, sugerindo que a 

galectina-1 participa da adesão célula-célula (HAFER-M ACKRO et al., 1996).

Nos ensaios clínicos em tireóide foram realizadas as seguintes

observações:

- na tireóide humana, a galectina-1 expressa níveis mais elevados em 6 linhas

celulares derivadas de carcinomas de tireóide do que em culturas primárias de 

tireóide normal e células de adenomas. Os níveis de galectina-1 aumentaram 

em 28 dos 40 carcinomas papilares e em 6 dos 7 carcinomas anaplásicos 

comparados com tireóide normal e hiperplásica. Inversamente, a expressão de 

galectina-1 não é afetada em carcinomas foliculares e adenomas benignos. A 

análise imuno-histoquímica da tireóide normal e de carcinoma papilar revela 

expressão maior desta proteína em células foliculares neoplásicas do que em 

células normais (CHIARIOTTI et al., 1995);

- todas as lesões malignas da tireóide de origem epitelial e o nódulo linfático

metastático de um carcinoma papilar apresentam altos níveis de expressão da 

galectina-1 e galectina-3; os carcinomas medulares da tireóide mostram fraca e 

variável expressão destas galectinas e em contraste, nenhum dos adenomas 

benignos da tireóide nem dos tecidos adjacentes de tireóide normal manifestam 

a presença de galectina-1 ou galectina-3. Sugere-se que as galectinas-1 e -3 

podem estar associadas com transformação maligna do epitélio da tireóide e, 

potencialmente, podem servir como marcadores para distinguir adenomas 

benignos de carcinomas diferenciados da tireóide (XU et al., 1995).



Ensaios clínicos em placenta e embriogênese detectaram que:

- em placenta humana, estudos com anticorpos monoclonais, demonstram que a 

fibronectina e laminina servem como ligantes endógenos para a galectina-1, 

sugerindo que esta tenha importante papel na adesão da matriz extracelular e 

no controle da adesão celular e que este efeito de adesão é inibido na presença 

da lactose (OSEKI et al., 1995);

- há expressão da galectina-1 e galectina-3 durante o primeiro trimestre da 

embriogênese humana. A expressão da galectina-1 é demonstrada no tecido 

conjuntivo e tecidos derivados, tais como células musculares lisas e estriadas e 

em alguns epitélios, como nas camadas basais da pele após 14 semanas e nas 

células epiteliais das gônadas. A galectina-3 é detectada principalmente na 

pele, epitélio do trato digestório, e respiratório, urotélio, e tubos excretores do 

rim, também nas células do miocárdio, nos condrócitos e no fígado. A 

expressão diferencial destas duas lectinas sugere que elas poderiam participar 

do processo complexo de diferenciação tecidual (BRÜLE et al., 1997).

Nos ensaios clínicos em endométrio, útero e bexiga foram realizadas as

seguintes observações:

- a expressão de três proteínas ligantes a laminina, 67kDa receptora de laminina 

(67 LR), galectina-1 e galectina-3 apresentam-se alteradas no câncer 

endometrial humano avançado, similar ao relatado em outros carcinomas tais 

como, os de cólon, mama e ovário. Há aumento significativo da expressão da 

67 LR e galectina-1 nas células cancerígenas comparadas com o endométrio 

normal adjacente (p= 0,0004 e 0,0022 respectivamente); e significante 

diminuição da expressão da galectina-3 nesta células (BRÜLE et al., 1996);

- os níveis de expressão da laminina e da galectina-1 e -3 e seus sítios ligantes 

podem ser utilizados de maneira confiável para diferenciação entre leiomiomas 

e leiomiossarcomas uterinos. Há evidentes diferenças nos parâmetros (índice



de mareagem, densidade óptica média, e heterogeneidade de concentração do 

marcador relacionados com a galectina-3 nos dois grupos avaliados. A 

porcentagem de tecido que expressou a galectina-3 e seus sítios de ligação é 

significantemente mais alta no leiomiossarcoma do que no leiomioma. Embora 

significantemente mais alta a concentração de laminina é mais 

heterogenicamente distribuída no leiomiossarcoma em relação ao leiomioma. 

Em contraste os níves de expressão da galectina-1 permanecem similares tanto 

nos leiomiomas como nos leomiossarcomas (SCHW ARZ JR. e BUDEL,

1999);

- os níveis de expressão de galectina-1 apresentam-se bastante aumentados na 

maioria dos carcinomas de bexiga humana de alto grau de diferenciação 

histológica quando comparados com o epitélio normal da bexiga ou nos 

tumores com baixo grau de diferenciação histológica. Os níveis de galectina-3 

também mostram-se aumentados na maioria dos tumores quando comparados 

com o epitélio normal da bexiga, porém são similares entre os tumores de 

diferentes graus histológicos (CINDOLO et al., 1999).



3 M ATERIAL E M ÉTODO

Este estudo foi realizado no Instituto de Pesquisas Médicas (IPEM) do 

Hospital Universitário Evangélico de Curitiba (HUEC) / Faculdade Evangélica de 

Medicina do Paraná (FEMPAR) e no Departamento de Histologia da Faculdade de 

M edicina da Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica.

Utilizou-se a Nomina Anatômica  (1985). Tomaram-se como base para a 

padronização as Normas para Apresentação de Trabalhos, da Universidade Federal 

do Paraná (1996). Aplicaram-se as Normas para Referências Bibliográficas (NBR 

6023) e Abreviação de Títulos de Periódicos (NBR 6032) da Associação Brasileira 

de Normas Técnicas (ABNT), as Normas para apresentação gráfica de dados: 

tabelas, do Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econômico e Social -  

IPARDES, do Governo do Estado do Paraná.

3.1 OBTENÇÃO E SELEÇÃO DE AMOSTRAS

A amostra inicial consistiu de 86 biópsias endoscópicas de pacientes com 

esôfago de Barrett sem displasia. Cada amostra foi submetida a avaliação prévia 

para a inclusão no estudo. Os espécimes estavam identificados e processados de 

acordo com as técnicas histológicas de rotina, conservados em solução de formol



tamponado e fixados em parafina.

3.2 AVALIAÇÃO PRÉVIA

Cada bloco histológico foi submetido a microtomia para obtenção de 

novos cortes com espessura de 5 |i . Foram então corados com hematoxilina e eosina 

e reavaliados independentemente por dois patologistas experientes, para se obter a 

confirmação do laudo histológico de acordo com os critérios que caracterizam o 

esôfago de Barrett sem displasia, assim definido: substituição do epitélio escamoso 

pelo epitélio colunar especializado, com a presença de células caliciformes 

interpostas entre as células mucosas, tanto na camada de revestimento como na 

porção glandular. Ao microscópio óptico, esse epitélio de revestimento pode esboçar 

arranjo viloso como também rudimentar (TOLENTINO, 1998). Das 86 biópsias de 

esôfago de Barrett sem displasia foram selecionados 60 amostras para realização da 

técnica de coloração imuno-histoquímica. Os blocos excluídos apresentavam 

material insuficiente para a realização de novos cortes histológicos, tinham tecidos 

sobrepostos, ou o material estava inadequadamente conservado.

As 60 amostras que vieram a constituir a casuística do presente estudo 

foram selecionadas entre as biópsias esofágicas que apresentaram confirmação 

diagnostica, através de critérios histológicos de epitélio de Barrett sem displasia e 

encontravam-se adequadas para se realizar a técnica de glicoimuno mareagem.

Todas as amostras foram obtidas no CITOLAB - Laboratório de Citologia 

e Histolopatologia Ltda., da cidade de Curitiba, coletadas de fevereiro a novembro 

de 1998. Na distribuição da amostra obteve-se um total de 25 pacientes do sexo 

feminino e 35 pacientes do sexo masculino,a média de idade foi de 42 anos 

(ANEXO 1).



3.3 PREPARO DAS LÂMINAS PARA ANÁLISE IM UNO-HISTOQUÍM ICA

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia com espessura do 

corte de 5 |a, os quais foram dispostos sobre uma lâmina tratada com poly-L-lysine 

(SuperFrostColor -Menzel-Alemanha).

3.4 TÉCNICA DE COLORAÇÃO GLICOIM UNO-HISTOQUÍM ICA.

O procedimento de coloração imuno-histoquímica utilizado nos cortes 

parafinados foi realizado conforme o seguinte método:

1. Desparafinização e hidratação dos cortes de tecidos através de 3 banhos em toluol 

e séries de álcool com graduação decrescente (100%, 90%, 70%) com duração de 10 

minutos cada banho,

2. Lavagem das lâminas por 5 minutos em água da torneira,

3. Inibição da peroxidase endógena pela imersão das lâminas por 30 minutos em 

solução composta por 200 ml de metanol e 6ml de H 20 2 a 0,3 %,

4. Lavagem das lâminas em água corrente durante 5 minutos e incubadas em solução 

tampão TBS (Tris Buffered Saline) em pH 7,3 por 5 minutos,

5. Incubação dos cortes por 20 minutos com soro bloqueador: kit avidina-biotina. 

(Avidin-Biotin Blocking-kit®-Vector Laboratories, Ca-USA). Neste procedimento 

deve-se secar as lâminas com papel absorvente, retirando o excesso de tampão, após 

realizar a aplicação da gota de avidina sobre o corte e incubação das lâminas 

durante 15 minutos em atmosfera úmida,

6. Lavagem das lâminas em dois banhos de solução tampão TBS,

7. Incubação dos cortes por 20 minutos com soro bloqueador: kit avidina-biotina 

(Avidin-Biotin Blocking-kit®-Vector Laboratories, Ca-USA). Neste procedimento



deve-se também secar as lâminas com papel absorvente, retirando o excesso de 

tampão, fazendo então a aplicação da gota de biotina sobre o corte e depois 

incubação das lâminas durante 15 minutos em atmosfera úmida,

8. Adição do anticorpo primário policlonal de coelho-IgG anti-galectina-1 

biotinilada e incubação dos cortes por 30 minutos em atmosfera úmida. (Este 

anticorpo vai se fixar sobre o antígeno específico que é a galectina-1),

9. Lavagem das lâminas por 5 minutos em solução tampão TBS,

10. Adição do anticorpo secundário biotinilado que se fixará nos anticorpos 

primários e incubação das lâminas em atmosfera úmida por 30 minutos,

11. Lavagem das lâminas em dois banhos de 10 minutos cada em solução tampão 

TBS,

12. Incubação dos cortes por 30 minutos no complexo ABC (Vecstain Elite ABC 

Reagent - Vector Laboratories, Ca-USA),

13. Lavagem das lâminas em dois banhos sucessivos de 5 minutos cada em solução 

tampãoTBS,

14. Incubação dos cortes com solução de DAB  -  diaminobenzinaperoxidase (Liquid 

DAB ®-Biogenex- USA),

15. Lavagem dos cortes em água corrente e posterior colocação das lâminas por 5 

minutos em água bidestilada e deionizada,

16. Realiza-se então a contracoloração, as lâminas retiradas da água bidestilada são 

colocadas na hematoxilina. Durante este tempo de incubação, as estruturas não 

marcadas são coradas de azul,

17. Colocação das lâminas em água bidestilada por 5 minutos,

18. Desidratação e clareamento, neste procedimento as lâminas são colocadas em 

banhos de álcoois de concentração crescente (70%, 90%, 100%) e depois colocadas 

em 3 banhos de toluol com 5 minutos de duração cada,

19. M ontagem das lâminas realizada pela fixação das lamínulas sobre os cortes



com a ajuda de resina de cedro miscível em toluol.

O controle da reação para o marcador em estudo é obtido omitindo-se o 

passo de incubação com o anticorpo primário em uma das lâminas (item 8). Deve- 

se ter o cuidado de colocar esta lâmina em banho de solução TBS separadamente 

evitando assim qualquer contato com os anticorpos primários advindos de outras 

lâminas

3.5 ORGANIZAÇÃO FUNCIONAL DO SISTEMA INFORM ATIZADO DE 

ANÁLISE DE IMAGEM

O sistema SAMBA 4000, Système d ’analyse microscopique à balayage 

automatique (Sistema de Análise M icroscópica de Busca Automática), desenvolvido 

pela Alcatel (Grenoble, França), é constituído por um hardware , capaz de captar 

imagens microscópicas, e por um software capaz de interpretar e analisar as imagens 

captadas.

3.5.1 EQUIPAMENTOS COMPONENTES {HARDWARE)

O hardware é composto por quatro unidades: microscópio, câmara de 

vídeo, microcomputador, impressora e dois monitores (FIGURA 1).



MATERIAL E MÉTODO 25 

FIGURA l: SISTEMA SAMBA 4000 
NOTA: SISTEMA DE CITOFOTOMETRIA DE IMAGEM CONSTITUÍDO POR IMPRESSORA, MICROSCÓPIO, 

CÂMERA DE VÍDEO, MICROCOMPUTADOR E DOIS MONITORES. 

3.5.1.1 Microscópio 

O microscópio utilizado é o aparelho da marca Axioskop® (Zeiss­

Alemanha). O fluxo luminoso, oriundo da lâmpada de xenônio, é controlado por um 

potenciômetro capaz de avaliar com precisão a quantidade de luz. Este feixe 

atravessa o condensador, a lâmina histológica a objetiva em uso e então é separado 

em duas partes: uma via destinada a observação visual através da ocular do 

microscópio e a via de captação da imagem pela câmera de vídeo a qual é enviada 

ao monitor do computador. 



3.5.1.2 Câmera de vídeo.

A captura das imagens é feita através de uma câmera DXC-970MD 

3CCD® (Sony- Japão) que padroniza as cores verde, azul e vermelha de forma que 

o sistema trabalhe com o mesmo nível de captação determinado.

3.5.1.3 Computador.

Utilizou-se um computador, Pentium III com 16 Mb RAM e disco rígido 

de 12 Gigabytes, que executa as seguintes funções: importação das imagens do 

microscópio e da câmara de vídeo, execução do software Immu.no do sistema 

SAMBA 4000, e transferência de dados para a impressão.

3.5.1.4 Impressora.

Utilizou-se para a impressão dos dados numéricos uma impressora 

DESKJET® - 680C ( Hewlett Packard -  USA).

3.5.2 PROGRAMA COM PUTACIONAL (SOFTWARE)

Ao iniciar a utilização do software Imunno deve-se realizar a calibração do 

sistema SAMBA 4000 e padronizar o protocolo de rotina. Este processo de 

padronização consiste nas seguintes etapas:

-aquisição da imagem (FIGURA 2)

-processamento e digitalização da imagem (níveis de cinza)

- binarização da imagem 

-segmentação da imagem (FIGURA 3)

-identificação do objeto (FIGURA 4)

-seleção e reconhecimento do objeto de interesse (FIGURA 5)

-análise da imagem (FIGURA 6)

-resultados
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As imagens analógicas, tais quais são percebidas, são captadas através da 

câmera, e transformadas em imagens numéricas. A análise tem por finalidade 

transformar as imagens coradas pelo marcador em matriz numérica e, a partir desta, 

calcular parâmetros matemáticos que permitam a análise numerizada das imagens 

microscópicas. 

FIGURA 2: FOTOMICROGRAFIA DE UM CAMPO HISTOLÓGICO A SER ANALISADO. 

NOTA: OBTENÇÃO DA IMAGEM ATRAVÉS DA MICROSCOPIA ELEGENDO-SE O CAMPO DESEJADO PARA 
REALIZAÇÃO DA LEITURA. 
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FIGURA 3: ASPECTO DA TELA DO MONITOR NO TEMPO DE SEGMENTAÇÃO DAS ESTRUTURAS 

NOTA: OS COMANDOS DO PROGRAMA PERMITEM REALIZAR A SEGMENTAÇÃO DAS ESTRUTURAS 
QUE SERÃO ANALISADAS SENDO POSSÍVEL SEPARÁ-LAS DAS DEMAIS IMAGENS, REMOVER 
IMAGENS QUE NÃO SÃO DESEJADAS, SELECIONAR AS ESTRUTURAS PARA A ANÁLISE E 
ENTÃO TORNÁ-LAS VÁLIDAS PARA LEITURA 
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FIGURA 4 : FOTOMICROGRAFIA EXEMPLIFICANDO A IDENTIFICAÇÃO DA ESTRUTURA DE INTERESSE 

NOTA: IDENTIFICA-SE A IMAGEM DE INTERESSE APÓS A DELIMITAÇÃO DAS BORDAS DA ESTRUTURA 
A SER ANALISADA 
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FIGURA 5: FOTOMICROGRAFIA DE UM EXEMPLO DE RECONHECIMENTO DA IMAGEM PELO SISTEMA 

SAMBA4000 

FIGURA 6: FOTOMICROGRAFIA EXEMPLIFICANDO A IMAGEM DE UMA ESTRUTURA ANALISADA 
NOTA: NESTE MOMENTO OBTéM-SE SIMULTANEAMENTE OS RESULTADOS DOS PARÂMETROS 

ANALISADOS 



As imagens processadas pelo sistema computadorizado são digitalizadas 

em pixels. Este processo confere um valor para cada ponto-imagem (pixel). A luz 

absorvida pelo tecido em cada segmento será quantificada. A quantificação da luz 

absorvida é expressada através de uma escala de variações de níveis de cinza que vai 

do 0 (preto) ao 255 (branco). Este processo corresponde a numerização da imagem 

que envolve duas etapas: geração da matriz em tons de cinza e transformação desta 

em matriz numérica binária (TRUE e HERM AN, 1993).

3.5.3 PROCEDIM ENTO DE LEITURA

Para otimização do aproveitamento das imagens em cada lâmina, seguiu- 

se a metodologia descrita por BRUGAL e CHASSERY (1997) a qual consiste no 

rastreamento dos campos visuais com o procedimento de leitura sendo realizado em 

barra grega.

A leitura foi realizada utilizando uma objetiva de aumento 20 X em 

cinco campos de epitélios de revestimento, dez campos constituídos de epitélio 

glandular sendo considerado para leitura as glândulas que tinham a presença das 

células caliciformes e cinco campos de tecido conjuntivo o que correspondeu a uma 

área escaneada de vinte campos com superfície variando em cada campo entre 

60000 a 120000 |j,m2. O tempo para leitura de cada lâmina foi de aproximadamente 

40 minutos. Esta metodologia foi obtida e qualificada pelo laboratório da 

Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica e aplicada no Instituto de Pesquisas 

Médicas do Hospital Universitário Evangélico de Curitiba.

3.6 PARÂMETROS ANALISADOS PELO SISTEMA SAMBA 4000

O programa Imunno  foi utilizado para analisar três variáveis que



caracterizam quantitativamente as reações de coloração histoquímicas: índice de 

mareagem, densidade óptica média e heterogeneidade de concentração.

O índice de mareagem descreve a porcentagem de área tecidual 

especificamente marcada pela prova glicohistoquímica .

A densidade óptica média denota a intensidade de coloração.

A heterogeneidade de concentração que expressa a distribuição da 

concentração do marcador nos campos individuais avaliados.

Para realizar a padronização do sistema para a análise microscópica 

computadorizada a lâmina histológica considerada controle negativo, da qual o anti­

corpo anti-galectina-1 foi omitido, foi analisada para cada um dos parâmetros acima 

mencionados.

Os testes para análise e estatística foram realizados com o software 

Imunno do sistema SAMBA 4000. A representação das diferentes variáveis 

calculadas pela quantificação do marcador imuno-histoquímico, através da imagem 

computadorizada permite, em um mesmo momento, observar a área da superfície 

analisada, a intensidade de marcação e a concentração da coloração (FIGURA 7).

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA MONOVARIADA

Após a análise dos parâmetros estabelecidos pelo programa computacional 

do sistema SAMBA 4000: índice de mareagem, densidade óptica média e 

heterogeneidade de concentração em cada amostra de tecido foi realizada a análise 

estatística monovariada .

Os resultados serão apresentados, segundo seu grau de significância, em 

função da probabilidade p, cuja significancia estatística foi aceita quando p < 0,05 .
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FIGURA 7: PARÂMETROS ANALISADOS



4 RESULTADOS

Das 60 amostras incluídas no estudo em  37 foi possível avaliar o 

epitélio de revestim ento e em 54 am ostras o epitélio glandular e tecido 

conjuntivo. A am ostra apresentou hom ogeneidade de m arcação em todas as 

observações analisadas.

4.1 PA DRÃO D E COLORAÇÃO O BTIDO NO ESÔ FA G O  D E BARRETT 

SEM  DISPLA SIA  UTILIZAN D O  A N TICO RPO  A N TI-G A LEC TIN A -1

O bservou-se a expressão da galectina-1 tanto no núcleo como no 

citoplasm a das células do epitélio de revestim ento (FIGURA 8), epitélio 

glandular ( FIGURA 9) e no tecido conjuntivo (FIGURA 1 0 ).

Nas regiões marcadas observou-se um a coloração de cor castanha, e 

onde não houve marcação a coloração obtida é de tonalidade azulada.
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FIGURA 8: FOTOMICROGRAFIA DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DA GALECTINA-1 NO EPITÉLIO DE 
REVESTIMENTO, OBSERVAÇÃO 34, AUMENTO 200 X. 

NOTA: HOUVE MARCAÇÃO TANTO DOS NÚCLEOS COMO DO CITOPLASMA, QUE APRESENTAM 
COLORAÇÃO CASTANHA. SENDO QUE AS ESTRUTURAS NÃO MARCADAS COM O 
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM CORADAS COM A HEMATOXILINA E 
APRESENTAM-SE COM COLORAÇÃO AZUL 

FIGURA 9: FOTOMICROGRAFIA DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DA GALECTINA-1 NO EPITÉLIO 
GLANDULAR, OBSERVAÇÃO 43, AUMENTO 200 X. 

NOTA: PRESENÇA DE CÉLULAS CALICIFORMES. HOUVE A MARCAÇÃO TANTO DOS NÚCLEOS DAS 
CÉLULAS COMO DO CITOPLASMA, QUE APRESENTAM COLORAÇÃO CASTANHA. SENDO 
QUE AS ESTRUTURAS NÃO MARCADAS COM O ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM 
CORADAS COM A HEMATOXILINA E APRESENTAM-SE COM COLORAÇÃO AZUL. 
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FIGURA 10: FOTOMICROGRAFIA DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DA GALECTINA-1 NO TECIDO 
CONJUNTIVO, OBSERVAÇÃO 52, AUMENTO 200 X. 

NOTA: HOUVE A MARCAÇÃO TANTO DOS NÚCLEOS DAS CÉLULAS COMO DO CITOPLASMA, QUE 
APRESENTAM COLORAÇÃO CASTANHA. SENDO QUE AS ESTRUTURAS NÃO MARCADAS 
COM O ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM CORADAS COM A HEMATOXILINA E 
APRESENTAM-SE COM COLORAÇÃO AZUL. 



4.2 NÍV EL DE EX PRESSÃ O  DA GALECTINA-1 EM  RELAÇÃO AO 

ÍNDICE DE M ARCA G EM  NO ESÔ FA G O  D E BA RRETT SEM 

DISPLASIA

A m édia do índice de m areagem  no epitélio de revestim ento (93,459 %) 

foi significativam ente m aior que no epitélio glandular ( 80,916 %), sendo o valor 

de p igual a 0,0004. N a análise dos índices de m areagem  o desvio padrão foi de 

15,455 no epitélio de revestim ento e 16,304 no epitélio glandular. A diferença 

entre as médias foi igual a 12,543, sendo que o intervalo de confiança da 

diferença de 95% ficou entre 5,773 e 19,313 (Gráfico 1).

GRÁFICO 1 : MÉDIA E DESVIO PADRÃO EM PORCENTAGEM DO ÍNDICE DE MARCAGEM COM 
ANTICORPO ANTl-GALECTINA-1 DO EPITÉLIO GLANDULAR (A) E EPITÉLIO DE 
REVESTIMENTO (B) NO ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE A INTENSIDADE 
DE MARCAGEM NO EPITÉLIO DE REVESTIMENTO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR 
QUE NO EPITÉLIO GLANDULAR.
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A m édia do índice de m areagem  no epitélio de revestim ento (93,459 %) 

e no tecido conjuntivo (94,637 %) não apresentou diferença significativa sendo 

o valor de p=0,6102. Na análise destes índices de m areagem  o desvio padrão foi 

de 15,455 no epitélio de revestim ento e 5,761 no tecido conjuntivo. A diferença 

entre as médias foi igual a 1,178 sendo que o intervalo de confiança da diferença 

de 95% ficou entre -3 ,397  e 5,753 (Gráfico 2).

GRÁFICO 2: MÉDIA E DESVIO PADRÃO EM PORCENTAGEM DO ÍNDICE DE MARCAGEM COM 
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 DO EPITÉLIO DE REVESTIMENTO (A) E TECIDO 
CONJUNTIVO (B) NO ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE NÃO HOUVE 
DIFERENÇA NA INTENSIDADE DE MARCAGEM ENTRE EPITÉLIO DE REVESTIMENTO 
E TECIDO CONJUNTIVO.
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A média do índice de m areagem  no tecido conjuntivo (94,-637 %) foi 

m aior que no epitélio glandular (80,916 %), sendo o valor de p<0,0001. N a



análise dos índices de m areagem  o desvio padrão foi de 5,761 no tecido 

conjuntivo e  16,304 no epitélio glandular. A diferença entre as m édias foi igual a 

13,721, sendo que o intervalo de confiança da diferença de 95%  ficou entre 5,773 

e 19,313 (Gráfico 3).

GRÁFICO 3: MÉDIA E DESVIO PADRÃO EM PORCENTAGEM DO ÍNDICE DE MARCAGEM DO 
EPITÉLIO GLANDULAR (A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM 
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO 
QUE A INTENSIDADE DE MARCAGEM NO TECIDO CONJUNTIVO FOI 
SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITÉLIO GLANDULAR.
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4.3 NÍV EL DE EX PRESSÃ O  DA GALECTINA-1 EM  RELAÇÃ O  A 

D EN SID A DE Ó PTICA M ÉD IA  NO ESÔ FA G O  DE BA RRETT SEM 

DISPLASIA

A m édia da densidade óptica m édia no epitélio de revestim ento

(17,889) foi m aior que no epitélio glandular (13,157), havendo diferença 

significativa com  p<0,0001. Na análise das densidades ópticas médias o desvio 

padrão foi de 4,558 no epitélio de revestim ento e 3,824 no epitélio glandular. A 

diferença entre as médias foi igual a 4,732, sendo que o intervalo de confiança da 

diferença de 95%  ficou entre 2,978 a 6,486 (Gráfico 4).

GRÁFICO 4: MÉDIA E DESVIO PADRÃO DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA DO EPITÉLIO 
GLANDULAR (A) E EPITÉLIO DE REVESTIMENTO (B) MARCADOS COM 
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO 
QUE A MÉDIA DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA NO EPITÉLIO DE 
REVESTIMENTO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITÉLIO 
GLANDULAR.
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A m édia da densidade óptica m édia no epitélio de revestim ento

(17,889) foi sem elhante a m édia da densidade óptica m édia no tecido conjuntivo 

(18,509) sendo o valor de p=0,5174. N a análise das densidades ópticas médias o 

desvio padrão foi de 4,558 no epitélio de revestim ento e 4,416 no tecido 

conjuntivo. A diferença entre as médias foi igual a 0,620 sendo que o intervalo 

de confiança da diferença de 95% ficou entre -1 ,277  e 2,518 (Gráfico 5).

GRÁFICO 5:MÉDIA E DESVIO PADRÃO DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA DO EPITÉLIO DE 
REVESTIMENTO (A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM ANTICORPO ANTI- 
GALECTINA-1 NO ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE NÃO HOUVE DIFERENÇA 
SIGNIFICATIVA ENTRE AS MÉDIAS DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA.
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A m édia da densidade óptica m édia no tecido conjuntivo (18,509) foi 

m aior que no epitélio glandular (13,157), havendo diferença significativa com 

p<0,0001. Na análise das densidades ópticas médias o desvio padrão foi de 

4,416 no tecido conjuntivo e 3,824 no epitélio glandular. A diferença entre as 

médias foi igual a 5,352, sendo que o intervalo de confiança da diferença de 95% 

ficou entre 9,055e 18,386 (Gráfico 6).

GRÁFICO 6: MÉDIA E DESVIO PADRÃO DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA DO EPITÉLIO GLANDULAR 
(A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO 
ESÔFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE A MÉDIA DA DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA 
NO TECIDO CONJUNTIVO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITÉLIO 
GLANDULAR.
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DISCUSSÃO

5 DISCUSSÃO

5.1 ESÔ FA G O  DE BA RRETT

O esôfago de B arrett sem displasia, é definido como um a lesão 

pré-m aligna onde o epitélio escam oso estratificado é substituído pelo epitélio 

colunar intestinal m etaplásico, com  a presença de células caliciform es tanto na 

m ucosa como na porção glandular (TOLENTINO et al., 1998).

O processo pelo qual o epitélio escam oso é substituído pela 

m etaplasia intestinal é pouco com preendido. A esofagite estaria associada com 

inflam ação e morte celular, sendo que a adaptação inicial ocorreria através da 

hiperplasia, a qual com pensaria a morte celular causada pelos danos quím icos do 

refluxo. A resposta adaptativa inicial levaria ao aum ento na altura da zona de 

proliferação e na extensão das papilas da cam ada basal. Com o resultado destas 

m odificações, as células desta cam ada ficariam  mais superficiais e expostas aos 

fatores nocivos, passando então a expressar o fenótipo do epitélio de Barrett. 

Outra teoria sugere que a origem  do desenvolvim ento do epitélio de Barrett 

aconteceria a partir de alterações de células pluripotentes das próprias glândulas 

submucosas do esôfago que colonizariam  o epitélio estratificado danificado, ou 

ainda a partir da presença de tecido heterotópico no esôfago (FITZG ERA LD  e 

TRIAD A FILO PO U LO S, 1-998).

A incidência tanto do adenocarcinom a de esôfago com o do esôfago de 

Barrett tem  aum entado rapidam ente nas últim as duas décadas. N a m etaplasia do 

tipo intestinal, o risco de m alignidade para transform ação do esôfago de Barrettt



em adenocarcinom a é de 1 para 55 a 208 pacientes por ano, sendo pelo menos 

40 vezes m aior do que a população em geral (TSELEPSIS et al., 2000).

O prognóstico do paciente com  este tum or pode m elhorar com  sua 

detecção precoce, porém  a realização de biópsias endoscópicas regulares para 

avaliação histológica, não tem  apresentado resultados satisfatórios. Em  parte, 

devido as controvérsias em relação a freqüência com  que elas devem  ser 

realizadas ou pelas divergências interobservador e intraobservador na definição 

dos graus de displasia. Sendo assim, é necessário definir novos parâm etros que 

auxiliem no diagnóstico precoce e perm itam  m elhor prognóstico.

As evidências parecem  m ostrar que o esôfago de B arrett e o

adenocarcinom a de esôfago apresentam  suas evoluções relacionadas com  o 

refluxo ácido e biliar para o esôfago. Entretanto não está bem  claro, qual a 

extensão da contribuição do refluxo na progressão neoplásica da doença. Os 

com ponentes do refluxo podem  ser significativam ente diferentes, podendo ser 

constituídos de hipersecreção gástrica, refluxo do suco biliar e pancreático como 

também do suco duodenal, que tem im portante papel na carcinogênese do cólon e 

do estôm ago (JANKOW SKI et al.,1999).

Tam bém  tem  sido dem onstrado experim entalm ente, que a com binação 

da bile com  a secreção ácida é mais tóxica para as células esofágicas aumentando 

a possibilidade de anorm alidades nucleares e apresentando im portantes

alterações genéticas a nível celular (FITZGERALD e TRIA DAFILOPOULOS, 

1998).

Ocorrendo danos celulares, inicia-se um a seqüência de eventos que 

evoluiriam  do epitélio norm al para esofagite e desta para a seqüência

m etaplasia/displasia/carcinom a in situ! carcinom a invasivo. Assim  o epitélio de 

Barrett constitui um  excelente m odelo para estudo do desenvolvim ento m olecular 

do processo evolutivo da m etaplasia ao carcinom a (FITZGERALD e

TRIADAFILOPOULOS, 1998).



A heterogeneidade da lesão afetando a zona de junção gastroesofágica, 

associada a alterações m oleculares, instabilidade m icrosatélite, ao aparecim ento 

de clones pré-m alignos, a presença de m utação do p53, p l 6 , aneuploidia, 

inapropriada produção e resposta aos fatores de crescim ento e diferenciação 

celular, aum ento dos níveis de ciclo oxigenase resultaria em apoptose reduzida, 

anorm alidade de expressão nas m oléculas de adesão que poderiam  levar a 

fenôm enos de invasão (JA N K OW SK I et al., 1999; TSELEPIS et al., 2000).

O exato m ecanism o desta progressão ainda não está totalm ente 

esclarecido. Estas alterações são mais acentuadas nos adenocarcinom as de 

Barrett, o que suporta um a possível progressão seqüêncial destes eventos.

Enquanto se tenta determ inar os fatores que levariam  ao 

desenvolvim ento do adenocarcinom a de esôfago, tem  ficado bastante claro que 

existe um  acúmulo de anorm alidades genéticas as quais causam  desregulada 

proliferação celular, m aior acúm ulo de m utações genéticas, form ando um  círculo 

vicioso, até que um clone de células desenvolveria a capacidade de invasão.

Este modelo de carcinogênese, explicaria a dificuldade encontrada em 

se definir um  m arcador biológico específico para predizer o potencial m aligno do 

esôfago de Barrett.

5.2 PAPEL DA G LICO IM U N O -H ISTO Q UÍM ICA

Existem  contínuos debates em  relação ao valor das biópsias 

endoscópicas na detecção precoce da m alignidade ainda em  estágios de cura 

potencial no adenocarcinom a de B arrett e, até o m om ento, a evolução 

histopatológica para displasia perm anece como padrão ouro em  determ inar o 

potencial neoplásico do  esôfago de B arrett (FITZGERALD e  

TRIA D A FILO PO U LO S, 1998).



A rápida evolução da m etaplasia para o carcinom a m etastático pode 

ocorrer, já  que a progressão da m etaplasia para o câncer é descrita muitas vezes 

sem a displasia poder ser observada (TEO D O RI et al, 1998).

O entendim ento das alterações genéticas e m oleculares que levam  a 

esofagite progredir para a m etaplasia pode auxiliar no esclarecim ento de várias 

dúvidas, tais como a origem  das células na m etaplasia de Barrett; de como o 

refluxo ácido ou biliar está relacionado com  a freqüência do desenvolvim ento do 

neo epitélio; como identificar a natureza do m ecanism o que controla a expansão 

das áreas com  metaplasia; como é a história natural da evolução para a displasia; 

como reconhecer quais os processos biológicos que seriam  determ inantes 

essenciais na evolução para os processos de invasão (JANKOW SKI et al.,1999).

Desde a introdução das provas im uno-histoquím icas no início de 

1940, estas técnicas estão se desenvolvendo de m aneira inquestionável. São 

métodos relativam ente econôm icos, adequados a m últiplas propostas da 

investigação laboratorial e tam bém  atrativos pelo fato de perm itirem  avaliar 

concom itantem ente a localização do antígeno e a m orfologia do tecido.

A glicohistoquím ica m oderna é certam ente um  dom ínio da pesquisa 

que perm ite o reconhecim ento de fenôm enos celulares intervindo nos resíduos 

glicânicos de glicoconjugados (M ONSIGNY,1994).

A utilização de m arcadores glicoim uno-histoquím icos sobre cortes de 

tecidos fixados e em blocados em  parafina, perm ite m edidas das diferentes 

expressões dos receptores glicânicos.

O diagnóstico de tum ores utilizando a localização im uno-histoquím ica 

das galectinas, de acordo com  D A N G UY  et al. (1998), foi introduzido por 

GABIUS em 1986. Segundo estes m esm os autores a lectinologia tem 

contribuído de m aneira considerável no estudo da progressão do câncer em 

outros órgãos.

O interessante na utilização das lectinas, como reagentes 

glicohistoquím icos, além do alto grau de especificidade tam bém  se deve ao fato



de sua análise ser possível, tanto na m icroscopia óptica com o na m icroscopia 

eletrônica e com putadorizada.

Recentes trabalhos tem  caracterizado a possibilidade de se distinguir 

diferentes subtipos de várias neoplasias através do estudo destas proteínas 

ligantes a carboidratos. N a área da pesquisa parece existir evidentes benefícios na 

correlação glicohistoquím ica com  o diagnóstico, prognóstico e identificação de 

potencial capacidade m etastática dos tum ores através de m edidas de 

quantificação destes m arcadores (DANGUY et al., 1998).

A nálise dos glicoconjugados no epitélio de B arrett e seus diferentes 

padrões de expressão poderão ser utilizados como m arcadores biológicos para 

diferenciação nas etapas de evolução desta doença.

O estudo das galectinas seria um a interseção entre a glicobiologia e a 

im unologia e novas estratégias baseadas no reconhecim ento dos carboidratos 

im plicarão em respostas que possibilitarão o tratam ento de desordens 

autoimunes, processos inflam atórios, reações alérgicas e dissem inação tumoral.

A im portância no estudo das m oléculas de adesão, está na 

possibilidade de avaliação da ligação célula-célula e célula-m atriz sendo que a 

expressão anorm al destas m oléculas, além  de relacioná-las com  a dissociação 

celular, levaria a aberração da m otilidade e a um  favorecim ento da carcinogênese 

e desenvolvim ento de m etástases.

Para que um  m arcador possa ser útil clinicam ente existe a necessidade 

da técnica de realização ser simples, não invasiva, ter custo efetivo, alta 

sensibilidade e especificidade.

Em bora um a grande quantidade de m arcadores esteja sendo 

investigada, até agora, nenhum  é utilizado de rotina na prática clínica para 

auxílio na identificação diagnostica das m etaplasias e displasias de baixo e alto 

grau do esôfago de Barrett.

O princípio dos m étodos de coloração glicoim uno-histoquím ica são 

simples, porém  a técnica é bastante m inuciosa e  envolve várias etapas de



incubação, cujos passos devem  ser cuidadosam ente realizados. É  de grande 

im portância o planejam ento da seqüência dos reagentes relatados na 

m etodologia para que se evite reações cruzadas (BRANDTZAEG,1998).

A padronização das técnicas perm ite a obtenção de am ostras com 

distribuição hom ogênea do m arcador, o que possibilita um a m elhor análise dos 

parâm etros avaliados.

O estudo do entendim ento da biologia m olecular desta doença, pode 

ser realizado com um a série de outros m arcadores. A  dificuldade encontrada está 

em com pararem -se os resultados da pesquisa de vários laboratórios e trazê-los 

para a prática clínica. A razão disto, tam bém  se deve ao fato de haver grande 

variedade nos tipos de tecidos estudados, como por exem plo as diversas form as 

de obtenção do material provenientes de arquivo, tecido congelado ou células de 

cultura.

M uitas vezes as pesquisas são realizadas com  pequenas amostras, tendo 

a necessidade de se estabelecer um  banco central de dados e a realização de 

estudos m ulticêntricos bem  definidos.

5.3 ESCOLHA DA M ICRO SCO PIA  CO M PUTA D ORIZA D A  ASSISTIDA

A ciência da anatom ia patológica tem  evoluído em vários cam pos, e um 

dos objetivos é a caracterização da evolução de lesões com  com portam ento de 

progressão tumoral. A citom etria de imagem, é especialm ente útil pois perm ite a 

combinação de inform ações tanto da observação histológica como m olecular.

A história da citom etria de im agem  está associada com  a história da 

evolução da patologia, hoje com  um  interesse especial no estudo da 

especificidade e sensibilidades de novos marcadores. Estes passam  a ser 

quantificados de m aneira precisa e dinâm ica contrapondo-se com  as técnicas 

anteriores, estáticas, apenas baseadas na análise m orfológica .



A citom etria de im agem  teve desenvolvim ento significativo depois dos 

prim eiros trabalhos de CA SPERSO N  (1936, 1950), que a partir da coloração 

específica do ADN que FEU LG EN  E RO SEN BECK  desenvolveram  em 1924, 

pôde-se quantificar o A D N  nuclear por meio de m icrofotôm etro de luz visível.

As restrições encontradas no desenvolvim ento desta técnica nos anos 

de 60 a 70 estavam  relacionados com  o alto custo dos aparelhos de inform ática 

e com  a falta de software  de aplicabilidade prática.

A partir de 1980 técnicas de com putação perm itiram  que a im agem  

captada fosse transform ada em im agem  num érica com  m aior velocidade, custo 

razoável e tratam ento estatístico dos dados. Nos últim os dez anos existe um a 

proposta de se utilizar as técnicas de análises inform atizadas de im agem  como 

m étodo auxiliar nas definições de diagnóstico, terapêutica e tratam ento 

(SCHULERUD et al., 1998).

No cam po do diagnóstico, perm ite detecção precoce dos tumores 

através da análise nuclear e estudos de ploidia. No prognóstico, através da 

observação do com portam ento biológico do tum or utilizando-se ferram entas 

como por exem plo técnicas im uno-histoquím icas.

Estas classificações estão sujeitas a um a série de variáveis como 

técnica artesanal na confecção do m aterial anátom o-patológico, diferenças 

conceituais de classificação e habilidade dos patologistas que utilizam -se de 

critérios subjetivos de avaliação.

Encorajados pelos problem as de subjetividade nos diagnósticos 

histopatológicos, grupos de pesquisa procuram  encontrar novos e objetivos 

métodos de análise (FITZGERALD e TRIA D A FILO PO U LO S, 1998; 

BRO N CK A RT et al., 1999; JA N K O W SK I et al., 1999).

A citom etria pode ser de grande utilidade no afastam ento do caráter 

subjetivo da interpretação de cortes histológicos onde existe a dificuldade de se 

obter um a classificação. A técnica perm ite real ajuda, por exem plo, quando 

utilizam -se program as que quantificam  em porcentagem  áreas m arcadas por



técnicas imuno-histoquím icas.

A amostra pode ser analisada e m edida repetidam ente como também 

observada a relação espacial dos com ponentes do tecido, os quais podem  ser 

analisados separadam ente (COHEN et al., 1992; O BERH OLZER et al., 1996).

A possibilidade de preservar o padrão de arquitetura dos tecidos, é um a 

das vantagens da citom etria de im agem , particularm ente im portante na análise de 

espécim es com  pequenas áreas de tecidos doentes ou com  variados padrões 

histológicos na mesm a região, como ocorrre nas lesões pré-m alignas ou nos 

carcinomas in situ (SUSNIK et al., 1995)

A citom etria de im agem  perm ite rapidez no processo de leitura das 

lâminas e a realização de m étodos estatísticos de alta perform ance.

O aprendizado para leitura das observações é necessário para se 

conhecer os comandos do program a utilizado, e possibilitar a intepretação dos 

resultados.

É preciso que se entenda a im portância dos processos de padronização 

da leitura, do controle de qualidade e da reprodutibilidade do padrão das análises 

para obtenção de resultados fidedignos.

A análise com putadorizada baseada na im agem  de lesões pré- 

malignas, ainda encontra-se em fase de investigação e é claram ente necessário 

definir os métodos de avaliação utilizados para que se possa com parar 

resultados. Estes passos foram  realizados neste estudo, já  que se tratava da 

im plantação do software Im unno  no Instituto de Pesquisas M édicas do Hospital 

Universitário Evangélico de Curitiba/Faculdade Evangélica de M edicina do 

Paraná. Seguiram -se todas as recom endações do Laboratório de H istologia da 

Faculdade de M edicina da U niversidade Livre de Bruxelas, onde a autora fez 

estágio sob orientação do Prof. R obert Kiss.

O desenvolvim ento de protocolos para utilização do software Imunno  

perm itirá que se execute estudos com  ótim a padronização, o que sim plifica a 

reprodutibilidade e perm ite m aior objetividade.



O sistem a com putadorizado de análise de im agem  m icroscópica é de 

fácil instalação, funcionabilidade, m anutenção e ainda perm ite a possibilidade 

de realizar-se a telecitologia e telepatologia, através da qual se transm ite as 

imagens captadas para outros centros, com  o propósito de diagnóstico, consultas 

ou educação a distância. O Instituto de Pesquisas M édicas do HU EC/FEM PA R 

está com  esta tecnologia em  fase de im plantação. Será possível obter modelos 

de padronizações ideais, arquivos de docum entação com  grande núm ero de 

dados, protocolos através de teleconsultas, salvaguardando a ética e a 

confidencialidade.

5.4 UTILIZAÇÃ O  DOS BLOCOS DE PARA FIN A  

/ t
E im portante reconhecer que o sucesso no cam po da glicoim uno- 

histoquím ica, não é m eram ente um problem a de técnica de coloração.

É fator determ inante para a realização das provas histológicas, que a 

antigenicidade do corte de tecido ou da preparação celular seja preservada. O 

resultado final da reação im uno-histoquím ica é dependente da m aneira como o 

material é m anuseado.

Os vários passos da obtenção do tecido, bem  com o as condições de 

fixação são extrem am ente im portantes pois podem  alterar os com ponentes que 

serão analisados (G IM ÉN EZ et al., 1998).

No planejam ento das coletas das amostras, deve-se seguir técnica 

adequada de conservação para que o tecido biopsiado perm aneça o mais íntegro 

possível, as biópsia devem  ser em quantidades suficientes para perm itir 

execução das técnicas de coloração glicoim uno-histoquím ica, devendo-se ter 

cuidado no controle de qualidade dos produtos utilizados nas técnicas.

O m ecanism o de fixação pela form alina é lento, mesm o havendo 

penetração rápida nos tecidos. Para com pleta fixação é necessário um período de



24 horas. Recom enda-se que seja padronizado ao m áxim o a solução tampão, 

inclusive seu pH (formol tam ponado) e que o tem po de fixação do tecido seja 

adequado, não sendo inferior a 24 horas nem  superior a 48 horas.

O procedim ento de conservação adequado deve perm itir a 

im obilização dos antígenos, preservação da sua antigenicidade, possibilitar ótimo 

acesso dos anticorpos reagentes, m anter as estruturas dos tecidos e células 

íntegras para a análise tanto a nível de m icroscopia óptica, eletrônica como na 

im agem  com putadorizada (BRA ND TZA EG  et al., 1998).

Nos laboratórios de patologia, os cortes histológicos fixados em 

form alina e embebidos em parafina, tem -se constituído padrão ouro por mais de 

cem  anos, como m aterial para realização de várias técnicas de coloração, 

inclusive imuno-histoquím icas.

A m etodologia utilizada no m anuseio dos blocos de parafina neste 

estudo, obedeceu a rotina baseada em  serviço de excelência na área de 

glicoim uno-histoquím ica e citom etria de im agem  no Laboratório de H istologia 

da Faculdade de M edicina da U niversidade Livre de Bruxelas (BRONCKART et 

al., 1999; DANGUY et al., 1999; CA M BY  et al., 1999; FRANÇOIS et al.,1999).

5.5 ANÁLISE DA GALECTINA-1 NO ESÔ FA G O  DE BA RRETT SEM  

DISPLASIA

Na literatura consultada não havia nenhum a publicação sobre a 

expressão da galectina-1 no esôfago de Barrett.

A expressão da galectina-1, foi observada no epitélio de revestim ento, 

epitélio glandular e no tecido conjuntivo do esôfago de Barrett sem  displasia, 

apresentando uma forte expressão no tecido epitelial de revestim ento e no 

tecido conjuntivo.
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Nos últim os anos as funções intracelulares das proteínas ligantes a 

galactosídeos tem  sido ampliadas, e não estão lim itadas apenas à superfície 

celular, mas tam bém  ao meio extra-celular o que sugere que as galectinas podem  

ser externalizadas por m ecanism os de secreção não clássicos.

Em bora outros estudos m ostrem  que o principal sítio de localização da 

galectina-1  seja o tecido conjuntivo, a possibilidade de contribuição das células 

epiteliais deve ser considerada .

Com  outro m étodo de análise da presença de galectina-1, AKIM O TO  et 

al. (1995), utilizando m icrospia óptica e eletrônica observaram  a expressão de 

galectina-1 na pele hum ana, localizada na epiderm e e derme. Concluiu que a pele 

hum ana norm al produz galectina-1. Este estudo sugeriu que a galectina é 

im portante na interação entre as células e a m atriz celular. D efine-se aqui a 

perspectiva de que as células epiteliais produzam  galectina-1 , o que deverá ser 

comprovado por outros estudos.

5.6 NÍV EL DE EX PRESSÃ O  DA GALECTINA-1 EM  RELAÇÃ O  AO ÍNDICE 

DE M ARCA G EM  NO ESÔFAGO DE BA RRETT SEM  DISPLA SIA

A porcentagem  da área tecidual que expressou o m arcador apresentou 

um a diferença significativa (p = 0,0004) entre a m édia do índice de m areagem  

do epitélio de revestim ento que teve m aior porcentagem  de área m arcada do que 

o epitélio glandular. O mesm o foi observado na avaliação da diferença do 

índice de m areagem  entre tecido conjuntivo, com  m aior porcentagem  de 

superfície m arcada que o epitélio glandular (p < 0,0001). Isto indica que as 

áreas com  m aior superfície de m arcação no esôfago de B arrett sem displasia 

ocorreu no epitélio de revestim ento e no tecido conjuntivo da am ostra analisada.



A com paração entre estudos que avaliam  o índice de m areagem  em 

porcentagem  da galectina-1  nos tecidos, requer a utilização de sistema 

inform atizado de im agem  para obtenção num érica desses valores. Isto foi 

possível com  a m etodologia em pregada não havendo estudos que tenham  sido 

realizados no esôfago de Barrett.

U tilizando um a m etodologia sem elhante, CINDOLO et al. (1999) 

observaram  o índice de m areagem  aum entado da galectina-1  nas células de 

tumores de próstata com  diferentes graus de diferenciação quando comparado 

com  o epitélio normal. Em bora tam bém  estudando outros tecidos, SCHW ARZ 

JR. et al. (1999) utilisaram  a citofotom etria de im agem  para o estudo de 

leiom iom a e leiom iossarcom a não observando diferenças com parativas na 

expressão da galectina-1  no tecido m uscular liso.

5.7 NÍVEL DE EXPRESSÃO D A  GALECTINA-1 EM  RELAÇÃO A 

DENSIDADE ÓPTICA M ÉD IA  NO ESÔ FA G O  DE BA RRETT SEM 

DISPLASIA

O estudo nessa fase objetivou avaliar a revelação da intensidade de 

expressão do m arcador no tecido analisado, no epitélio de revestim ento, epitélio 

glandular e tecido conjuntivo do esôfago de Barrett.

Assim  constatou-se a diferença da m édia da densidade óptica média 

entre epitélio de revestim ento, que apresentou m aior intensidade de m arcação 

que o epitélio glandular, de form a significante (p< 0,0001). N a com paração entre 

a marcação do tecido conjuntivo e epitélio glandular, houve m aior intensidade de 

marcação no tecido conjuntivo (p<0,0001). Esta constatação foi realizada em 

amostras hom ogêneas de biópsias de esôfago de Barrett, pois o critério de 

inclusão no estudo, definia a am ostra tecidual com  ausência de displasia.

U tilizando técnica glicoim uno-histoquím ica e a análise com  sistema



inform atizado de imagem, a sem elhança do presente estudo, CIN D O LO  et al. 

(1999) observaram  a expressão aum entada da galectina-1 nos tum ores de próstata 

quando com parado com  o epitélio prostático norm al e SCH W ARZ JR. et al. 

(1999) não observaram  diferenças na expressão da galectina-1 quando 

com pararam  em tecido m uscular liso de leiom iom as e leiom iossarcom as no útero 

humano.

Analisando a intensidade de m areagem  em  outros tecidos, SANJUAN 

et al. (1997) consideraram  que a expressão da galectina-1 no aparelho digestório 

é pouco conhecida. Ao estudar a progressão do câncer colorretal, observou 

através da im uno-histoquím ica com  m icroscopia óptica que esta proteína tinha 

pouca ou nenhum a expressão nas células epiteliais do cólon, m as estava presente 

nas células do tecido conjuntivo da m ucosa do cólon. Havia um a progressiva 

expressão da galectina-1  no tecido conjuntivo a m edida que avaliava-se a 

m ucosa normal, adenom a e o carcinom a de cólon. O papel da super expressão da 

galectina-1 no tecido conjuntivo, na evolução do câncer coloretal é 

desconhecido. Estas conclusões, em bora em  tecidos de órgão diferente da análise 

do autor, referendam  a necessidade de se aum entarem  as pesquisas na 

identificação da localização da presença da galectina-1  nos tecidos e órgãos.

A super expressão desta galectina tam bém  foi observada em alguns 

carcinom as de tireóide, quando com paradas com  lesões benignas de tireóide e 

tecido tireoideano norm al (CH IA RIO TTI et al., 1995).

Nos estudos de XU et al. (1995) não foi observada a expressão da 

galectina-1  no tecido tireoideano norm al e adenom as benignos de tireóide e 

houve forte e uniform e expressão nos tum ores m alignos de origem  epitelial, isto 

é carcinom as foliculares e papilares da tireóide. Os autores consideraram  

expressivo no estudo o fato do aum ento da galectina-1  estar associado ao 

aumento da m alignidade do tumor. Entretanto, não ficou claro se o aumento da 

expressão da galectina-1  ocorreu em conseqüência da transform ação neoplásica, 

ou se a galectina exerceu papel na transform ação do fenótipo.



Resultados controversos tem  sido relatados, em  relação a galectina-1 

exercer papel com  efeito positivo ou negativo sobre a adesão celular. 

(PERILLO et al., 1997)

Serão necessários estudos para elucidar o papel preciso desta m olécula 

na progressão do fenôm eno m etaplasia-displasia- adenocarcinom a do esôfago de 

Barrett.

5.8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A identificação de novos m arcadores seria útil na prática clínica, pois 

perm itiriam  estratificar os pacientes de alto ou baixo risco de transform ação 

m aligna para adenocarcinom a. Seria assim  possível obterem -se program as de 

acom panham ento mais efetivos, os quais reduziriam  os riscos da progressão 

tumoral, m inim izariam  o desconforto dos pacientes e teriam  custos menores.

As funções antagônicas entre a galectina-1 e a galectina -3 tem  sido 

assinaladas através de estudos que m ostram  o papel indutor de apoptose das 

células T e a  prevenção da morte celular exercida pela galectina-3. Em bora este 

paradigm a seja interessante ele não deve ser considerado como um  princípio 

geral. A lém  disso a participação de outros m em bros da fam ília das galectinas 

estão envolvidos no controle da morte celular e devem  ser considerados .

A elucidação de m ecanism os m oleculares envolvendo a função das 

galectinas irá prom over novas perspectivas na pesquisa médica, no diagnóstico 

e prognóstico de doenças como tam bém  na terapêutica clínica. A possibilidade 

de regular a apoptose das células T seria benéfico na auto-im unidade e 

utilizando-se anti-corpos que inibissem  a expressão da galectina-1 poderia ser 

possível dim inuir o potencial m etastático das células tum orais (RABINOVICH 

et al., 1998).



6 CONCLUSÕES

1. A expressão da galectina- 1 no epitélio de Barrett, sem  displasia, foi 

observada no epitélio de revestim ento, epitélio glandular e tecido conjuntivo.

2. A quantificação da porcentagam  de m arcação da galectina-1 no 

esôfago de Barrett m ostrou um a diferença significante entre o índice de 

m areagem  do epitélio de revestim ento e do tecido conjuntivo quando 

comparados com  o epitélio glandular. A presentando tam bém  diferença 

significante entre a m édia da densidade óptica m édia do tecido conjuntivo e do 

tecido epitelial de revestim ento quando com parados com  o tecido glandular.

3. A m etodologia desenvolvida perm ite a aplicação desta técnica em 

rotinas diagnosticas para quantificar m arcadores im uno-histoquím icos no 

esôfago de Barrett.



A NEXO 1- D IST R IB U IÇ Ã O  DA A M O STR A
TABELA 1. DISTRIBUIÇÃO DA AM OSTRA COM AS INICIAIS DOS PACIENTES, IDADE E SEXO. 

OBSERVAÇÃO INICIAIS PACIENTES IDADE EM ANOS SEXO

01 L.M.L.C 43 F
02 L.C.M.A 31 F
03 E.C.B.M 26 F
04 M.R 20 M
05 E.L.O 51 F
06 C.V.P 70 F
07 F.M.C 30 F
08 M.R.Z 15 F
09 E.V 33 M
10 P.M.A 28 M
11 L.J.M 35 M
12 M.P.T 43 F
13 M.N.F 71 F
14 T.H.O 22 M
15 H.I 53 M
16 E.L.P 41 F
17 D.A 63 F
18 N.P.O 30 F
19 M.B 28 F
20 A.A.M 34 M
21 E.L.P 38 M
22 W..H.G 27 M
23 R.S 67 M
24 F.A.S 38 M
25 C.M.V 46 F
26 E.L 40 M
27 C.V 41 M
28 C.D.B 42 F
29 N.J.A 57 M
30 H.A 36 M
31 M.S 57 M
32 T.C.B 58 F
33 E.L.V 25 M
34 R.R 36 M
35 L.B 50 F
36 V.F 43 M
37 M.A.G 50 M
38 F.H 55 M
39 S.C.V 48 F
40 M.R.V 65 F
41 A.A 34 M
42 U.J 39 M
43 D.R.A 53 M
44 S.G 46 F
45 N.S.C 47 M
46 B.Z 54 M
47 V.S.C 50 F
48 T.P 60 M



TABELA I. DISTRIBUIÇÃO DA AM OSTRA COM AS INICIAIS DOS PACIENTES, IDADE E SEXO.(CONT.)

OBSERVAÇAO INICIAIS
PACIENTES

IDADE EM ANOS SEXO

49 M.C.M 39 M
50 N.P1 50 M
51 R.A.A 49 M
52 D.B 45 F
53 L.F.K 39 M
54 V.L.O 31 F
55 C.F.S 49 M
56 G.A 44 F
57 B.M.L 25 M
58 C.M.L 33 F
59 M.V.O 26 M
60 C.A.L 25 M



A N EX O  2

TA BELA S DOS PA R Â M E TR O S AN A LISA DO S 

ÍN D IC E D E M A R C A G EM

TABELA 1: ÍNDICE DE M ARCAGEM

ESTRUTURAS
EPITÉLIO
REVESTIMENTO
EPITÉLIO
GLANDULAR
TECIDO
CONJUNTIVO

N" CASOS
37

54

54

MEDIA (%)
9 3 ,4 5 9

8 0 ,9 1 6

9 4 ,6 3 7

ERRO PADRAO
2,541

2 ,2 1 9

0 ,7 8 4

DESVIO PADRAO
15,455

16,304

5,761

D ENSIDADE Ó PT IC A  M ÉD IA

TABELA 2 : DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA

ESTRUTURAS
EPITÉLIO
REVESTIMENTO
EPITÉLIO
GLANDULAR
TECIDO
CONJUNTIVO

N" CASOS
37

54

54

MEDIA(%)
17,889

13,157

18,509

ERRO PADRAO
0 ,7 4 9

0 ,5 2 0

0 ,6 0 0

DESVIO PADRAO
4 ,5 5 8

3 ,8 2 4

4 ,4 1 6



A N EX O  3 -V A L O R E S  D O  ÍN D IC E  D E M A R C A G E M

QUADRO 1: ÍNDICE DE M ARCAGEM

OBS EPITELIO
GLANDULAR

EPITELIO
REVESTIMENTO

TECIDO
CONJUNTIVO

1 60,6 96,4 98,6
2 87,5 95,4
3 84,8 98,8 97,6
4 94,8 99,4 97,9
5 88,9 97,1 96,1
6 74,2 97,5 91,4
7 86 99,1 97,5
8 84 97,1
9 79,3 97,6 92,6
10 81,2 98,1
11 73,4 98,9 98,7
12 75,3 98,3
13 99,2 99,4 99,1
14 93,5 96
15 92,6 99,2 94,4
16 93,1 99,4
17 89 98,8 98,7
18 94,6 98,3 96,9
19 98 90,2
20 98,8 99,4 98,4
21 92,9 97,5
22 98 99,3 98,4
23 95,9 98,4 99,4
24 75,2 95,9 90,6
25 86,1 94,4 97,2
26 81,9 94,9
27 69,7 97,6
28 88,3 97,6 97,6
29 78,8 98,6 94,7
30 93,9 99,3 98,3
31 79,42 95,2 95,4
32 78,3 97 91,6
33 97,2 98,8
34 84,2 99 99,1
35 51,2 96,8 74,4
36 92,8 99,2 98,8
37 94 98,2 97,7
38 90,3 89,8 92,1
39 61,3 88,8



40 77,6 92,3 91,9
41 44,7 9,2 96,6
42 80,1 96,4 94,8
43 65,2 99,3 69,5
44 59 94,5
45 77,4 95,9
46 91 98 95,3
47 94,6 98,6
48 77,4 70,3 87
49 34 79 88,8
50 59,6 87,5 89,6
51 99,6 98,8
52 70 97,9 86,3
53 95,4 98
54 28,8 88,8 87,4



A N EXO 4 -  V A LO R ES DA D EN SID A D E Ó PT IC A  M ÉD IA

QUADRO 2: DENSIDADE ÓPTICA MÉDIA

OBS EPITÉLIO
GLANDULAR

EPITELIO
REVESTIMENTO

TECIDO
CONJUNTIVO

1 12,5 25,6 26,4
2 13 20,4
3 16 17,7 22,4
4 18,8 22,9 22,8
5 12 13,5 16,2
6 13,3 17,2 16
7 10,6 19,6 17,7
8 13 19,8
9 12,9 18,6 15,4
10 18 19,3
11 17,3 20,6 26,7
12 9,1 12,1
13 18,4 22,8 16,5
14 16,9 16,1
15 15,8 21,1 17,6
16 12,5 21,5
17 8 13,8 21,3
18 15,6 22,7 19,3
19 17,5 17,4
20 16,1 19,7 20,7
21 15,3 18,1
22 17,3 18,9 21,4
23 20,9 24 27,5
24 11 15,3 18,4
25 12,9 20,5 16,8
26 11,7 22,8
27 8,7 11
28 6,2 13 15,6
29 11 22 20,7
30 11,6 15,2 17,7
31 3,1 7,1 9
32 12 12,8 16,5
33 13,1 21
34 11,5 1 1,2 11,3
35 21,8 24,9 25,9
36 14,3 21,7 25,6
37 14,7 17,6 18,5
38 14,4 15,5 19,4
39 9,1 18,1
40 12,3 14,9 22



41 11,2 10,9 14,1

42 12,1 22 ,8 7 10,2

43 16,4 19,6 19,6

44 12,6 19,7

45 7,1 15,8

46 15 19,5 14,6

47 16,2 19,1

48 10,8 16,3 16,3

49 11,4 14,8 17

50 12,7 8,7 9,3

51 16,3 2 7 ,8

52 6,2 21 ,7 13,9

53 13,5 19,8

54 14,3 17,2 19,3



BALB

Biotina

Blotting

Células HeLa

GLOSSÁRIO

linha celular de cultura de fibroblastos derivados 

do embrião de ratos.

com posto de baixo peso m olecular utilizado 

como coenzima. M uito útil em técnicas de 

laboratório, como m arcador covalente para 

proteínas, perm itindo sua detecção usando a 

avidina, um a proteína do ovo, que se liga 

fortem ente a biotina.

técnica bioquím ica na qual m acrom oléculas 

(proteínas, ADN ou ARN ) separadas em géis de 

agarose ou poliacrilam ida são transferidas e 

im obilizadas em um a m em brana de papel para 

subsequente análise.

linha de células epiteliais hum anas que crescem 

intensam ente em cultura, derivadas de um 

carcinom a cervical humano.



Chimera

Dalton

Determ inante

Dímero

Domínio

com posto que apresenta dois ou mais diferentes 

genótipos. A palavra deriva da m itologia grega 

que se refere a um m onstro cujos pais eram 

Typhon  e Echidna  e era constituído por três 

partes: cabeça de leão, corpo de cabra, e um 

rabo de cobra.

unidade de m assa m olecular. Aproxim adam ente 

igual a m assa do átomo de hidrogênio (1,66 xlO
-24 x

gr).

antigênico (epítopo) : região específica de uma 

m olécula que se liga a um anticorpo ou a um 

receptor de células T.

com posto produzido pela com binação de duas 

m oléculas semelhantes.

porção de uma proteína que possui uma 

estrutura terciária particular. Em grandes 

proteínas a cadeia de dom ínio está conectado a 

outros dom ínios através de pequenas regiões 

flexíveis de polipeptídeos.



Exon

Expressão

G licoproteína

Glicosam inoglicana

Integrina

Lectina

segmento de um gene eucarioto que consiste da 

ADN que codifica para um a seqüência de 

nucleotídeos no ARN m ensageira; um exon 

pode codificar am inoácidos de uma proteína. 

G eralm ente adjacente a um segm ento de ADN 

não codificante cham ado de íntron.

produção de um fenótipo, que pode ser observado, 

por um gene norm alm ente pela síntese de uma 

proteína.

qualquer proteína contendo um a ou mais cadeias 

de oligossacarídeo ligadas covalentem ente.

polissacarídeo longo linear, com posto pela 

repetição de um par de açúcares, dos quais um 

açúcar é sem pre am inado ligado a um núcleo 

protéico na matriz extra celular, as 

proteoglicanas. Ex. ác. hialurônico e heparina.

membro de um a grande fam ília de proteínas 

transm em branas envolvidas na adesão de células 

à matriz extracelular.

proteína que se liga fortem ente a um açúcar 

específico.



Ligação covalente ligação quím ica estável entre dois átomos,

produzida pelo com partilham ento de um ou mais 

pares de elétrons.

qualquer m olécula que se liga a um sítio 

específico em um a proteína ou em outra 

molécula.

grupo quím ico ou átomo radioativo adicionado a 

um a molécula, para perm itir o acom panham ento 

desta através de uma reação bioquím ica ou para 

localizá-la espacialm ente.

M olécula de adesão celular proteína na superfície de uma célula animal que

m edeia ligação célula-célula.

Peso m olecular num ericam ente o mesm o que massa m olecular

relativa de uma molécula, expressa em daltons.

Ponte de dissulfeto ligação covalente form ada entre dois grupos

sulfidril de cisteína. É um a m aneira comum de 

unir duas proteínas ou porções diferentes da 

m esm a proteína no espaço extracelular. (-S-S)

Proteoglicana moléculas que consiste de um a ou mais cadeias

de glicosam inoglicanas (GAG) ligadas ao 

núcleo de uma proteína.

Ligante

M arcador



Proto

Tandem

Transfecção

Xenopus laevis

prim eiro de um a série.

seqüências adjacentes alinhadas na mesma 

orientação, como os vagões de um  trem.

introdução de uma m olécula de DNA estranha 

em um a célula eucriótica, norm alm ente seguida 

pela expressão de um ou mais genes presentes 

no DNA recém  introduzido.

(sapo com garras da Á frica do Sul), espécie de 

sapo muito em pregado em estudos de 

desenvolvim ento inicial de vertebrados.
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