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Custa tanto ser uma pessoa plena, que muito pouco sao aquelas
que tem a luz ou a coragem de pagar o preco...

E preciso abandonar por completo a busca da seguranga e correr 0
risco de viver com os dois bragos.

E preciso aceitar a dor como condigio de existéncia.

E preciso cortejar a divida e a escuridio como preco do
conhecimento.

E preciso ter uma vontade obstinada no conflito, mas também uma
capacidade de aceitagdo total de cada consequéncia do viver e do
morrer

Morris West
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RESUMO

Atualmente considera-se es6fago ou epitélio de Barrett a condigdo pela
qual o epitélio escamoso do es6fago € substituido pelo epitélio colunar
especializado,o qual se caracteriza pela presenga de células caliciformes tanto no
epitélio de revestimento como no epitélio glandular. O esdéfago de Barrett € o
unico fator de risco bem documentado para o desenvolvimento de
adenocarcinoma do esofago distal, o que explica a énfase dada a essa condigdo
pré-maligna. Existe considerdvel grau de subjetividade e discordincia
interobservadora e intraobservadora neste diagndstico. O progresso no
conhecimento da biologia molecular pode permitir o aperfeicoamento
diagnoéstico nesta patologia. Com o objetivo de analisar novos pardmetros para
complementar o diagndstico convencional das metaplasias, utilizou-se uma
amostra inicial constituida de 86 bidpsias endoscépicas de esdfago de Barrett,as
quais foram reavaliadas independentemente por dois patologistas pelos critérios
que caracterizam o eso6fago de Barrett sem displasia. Apds a confirmagdo dos
laudos a amostra final foi de 60 blocos de parafina contendo esofago de Barrett,
com auséncia de displasia. O restante excluido ndo apresentava material
suficiente para a realizag@o de novos cortes histoldgicos, apresentavam os tecidos
sobrepostos na lamina em estudo ou material inadequadamente conservado..
Realizou-se a técnica de coloragdo imunohistoquimica utilizando-se o anticorpo
primdrio policlonal de coelho-IgG anti galectina-1 e anticorpo secundario
biotinilado policlonal anti IgG de coelho. O padrio de expressdo da galectina 1
foi avaliadoimunohistoquimicamente nas diferentes estruturas deste epitélio. A
quantificacdo da coloragdo foi realizada através da citometria de imagem, pelo
sistema informatizado de analise SAMBA 4000. Foram computadorizadas trés
varidveis: indice de marcagem, densidade 6ptica média e heterogeneidade da
amostra. Os resultados obtidos revelaram positividade de expressdo do marcador
utilizado nas seguintes estruturas analisadas: epitélio de revestimento, epitélio
glandular e tecido conjuntivo. A diferenca da média do indice de marcagem do
epitélio de revestimento e tecido epitelial glandular teve um valor extremamente
significante (p = 0.0004), o0 mesmo ocorrendo quando avaliava-se a diferenga do
indice de marcagem entre tecido epitelial glandular e tecido conjuntivo (p =
0.0001). Em relacdo a diferen¢a de densidade Optica média entre tecido epitelial
glandular e tecido conjuntivo foi considerada significante (p = 0.0001) como
também foi significante esta diferenga entre tecido epitelial de revestimento e
tecido conjuntivo. Concluiu-se que o sistema SAMBA 4000 permite a andlise
quantitativa do marcador de maneira subjetiva, as quais passam a nio depender
unicamente da apreciacdo do investigador, este método pode ser utilizado em
rotinas laboratoriais como técnica auxiliar no diagnéstico do es6fago de Barrett
sem displasia.



ABSTRACT

Nowadays, Barrett’s oesophagus or epithelium is considered to be the
condition in which stratified squamous epithelium is replaced by specialised
columnar epithelium. Barrett’s oesophagus is the only well-documented risk
factor in the development of Barrett’s adenocarcinoma, which explains the
emphasis given to this pre-malignant condition. Diagnosis involves a high level
of both inter-observer and intra-observer subjectivity and discordance. The
progress in Molecular Biology knowledge may allow both diagnostic and
therapeutic perfection of this pathology. With the objective of analysing new
parameters to complement the conventional diagnosis of metaplasias, a sample
made up of 60 paraffin blocks containing dysplasia-absent Barrett’s epithelium,
was used. The expression standard Galectina 1 was examined
immunohistochemically in the different structures of the epithelium. The
staining quantification was carried out by image cytophotometry, using the
computerised analysis system SAMBA 4000. Three variables were computed:
labelling index, mean optical density and sample heterogeneity. The results
obtained revealed positiveness of expression of the marker used in all the
analysed structures. The difference in the labelling index averages of the
covering epithelium and the glandular epithelial tissue was of an extremely
significant value (p = 0.0004), the same occurring when the difference in the
labelling index averages of the glandular epithelial tissue and the conjunctive
tissue (p = 0.0001) was evaluated. In relation, the difference in the mean optical
density of the glandular epithelial tissue and the conjunctive tissue was
considered to be significant (p = 0.0001) as was the difference between covering
epithelial tissue and conjunctive tissue. It was concluded that image
cytophotometry is an effective auxiliary diagnostic method for quantifying
immunohistochemical markers.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A compreensdo da progressdo tumoral, como processo evolutivo das
fases iniciais de transformagdo celular até a aquisicdo do fenétipo invasivo e/ou
metastatico, permitiu o estabelecimento de uma série de conceitos da moderna
biologia celular e molecular, como os dos mecanismos de controle do ciclo
celular, morte celular programada (apoptose), mecanismos de manutengdo,
remodelamento dos tecidos e de colonizag@o seletiva de 6rgaos a disténcia.

O argumento freqiientemente utilizado € que a partir da defini¢do dos
elementos do processo de modificag@o, no nivel celular e molecular, seja possivel
determinar que fatores biolégicos tenham papel no diagndstico precoce,
definicdo do progndstico e orientagdo do tratamento especifico. No entanto, o
impacto destes achados na prética clinica ainda hoje € restrito; além do que, o
valor dessas varidveis como fatores independentes na determinacdo de
prognéstico  e/ou  conduta  terapéutica  precisa  ser  estabelecido
(CHAMMAS,1999).

Os pacientes com esdfago de Barrett, quando comparados com a
populacdo em geral, apresentam risco 30 a 40 vezes mais alto de desenvolver
cancer. O prognéstico dos que apresentam a doenga € sombrio e s6 serd possivel
modifica-lo tentando o reconhecimento e detec¢dao das lesdes que o antecedem

(WILLIAMSON, ELLIS e GIBB, 1991).
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De acordo com FERRANDO et al. (1998), desde 1984 os trabalhos
prospectivos questionam a magnitude deste risco e determinam a necessidade de
seguimento endoscépico de todos os pacientes. Discute-se também, ser este um
procedimento de alto custo, porém com a possibilidade de detectar o
adenocarcinoma precocemente quando a cirurgia ainda pode ser curativa. A
biépsia evidenciando displasia continua sendo o padrdo ouro como marcador de
risco aumentado para a malignidade, embora nem sempre se reconheca esta etapa
ou seu tempo de evolug@o. O desenvolvimento do esdfago de Barrett ocorre em
torno de 40% dos pacientes com esofagite de refluxo e tem demonstrado uma
distribui¢do bimodal com um pico entre 0 € 15 anos e outro entre 40 e 80 anos de
idade afetando preferencialmente homens brancos. A incidéncia de neoplasia em
um paciente com es6fago de Barrett tem sido estimada de 1 em 46 até 1 em 441
pacientes por ano.

A displasia ndo poderia ser considerada marcador potencial de
malignidade j4 que mesmo entre patologistas experientes, existe considerdvel
grau de subjetividade e substancial discordincia interobservador e
intraobservador no diagndstico e classificagdo das lesdes metaplasicas e
displasicas. Considera-se ainda que existe a necessidade de serem encontrados
métodos mais acurados e objetivos para sinalizar o risco de transformagdo para
malignidade (GIMENEZ et al.,1998).

O adenocarcinoma de es6fago tem aumentado em paises desenvolvidos
sobretudo nas trés ultimas décadas, refletindo genuino aumento em sua lesdo
precursora o esOfago de Barrett, apesar do avango nas multimodalidades
terapéuticas o progndstico do adenocarcinoma continua ruim. Os recentes
avancos no estudo do es6fago de Barrett, permitem observar que a progressao da
metaplasia para adenocarcinoma estd associada com alteragdes que incluem:
aneuploidia, delecdo cromossdmica, instabilidades cromossdmicas, producdo e
resposta inapropriada aos fatores de crescimento e alteracdo nas moléculas de

adesdo molecular. Estas alteracdes ocorreriam em um momento anterior a
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invasdo. A exploragio destes eventos moleculares pode levar a diagnésticos mais
precoces e melhor entendimento destas lesdes. O processo pelo qual o epitélio
escamoso € substituido pela metaplasia intestinal especializada € pouco
conhecido, talvez um dos eventos moleculares precoces seja a selegdo e
propagacdo dos clones de metaplasia intestinal especializada, subsequente a
perda da adesdo celular e instabilidade gendmica. Uma vez estes elementos
definidos serd possivel determinar fatores biol6gicos com impacto no diagndstico
precoce ¢ mais especificidade no tratamento (JANKOWSKI et al. ,1999).

A glicobiologia teve seu papel reconhecido quando ficou demonstrado
que as partes glicanicas dos glicoconjugados ndo sdo somente elementos passivos
plasticos de estabilizacdo da conformacdo protéica ou elementos da estrutura de
protecdo, mas que tém papel ativo e especifico nos sinais de reconhecimento
celular (LIS e SHARON, 1993; MONSIGNY, 1994).

A glicohistoquimica ocupa lugar de destaque, com a vantagem
insubstituivel de manter a integracio das células dos tecidos e também de revelar
suas ligagcdes morfoldgicas. A descoberta das lectinas abriu um capitulo novo da
histoquimica: a glicohistoquimica moderna. Entre as lectinas enddgenas, as
galectinas, definidas como uma familia de proteinas que tem afinidade por [3-
galactosideos sdo as mais estudadas (DANGUY et al., 1998). De acordo com
HASSID (1996), a especificidade destas moléculas por seus proteoglicanos e
receptores enddgenos, aliada a sistemas de visualizagdo informatizados altamente
capazes, permitiram aprimorar as andlises, razdo pela qual se propde a utiliza¢do
da glicohistoquimica como ferramenta para caracterizar algumas das
propriedades biolégicas na metaplasia intestinal do es6fago de Barrett.

A citometria de imagem computadorizada, em cortes de tecidos, tem a
vantagem de analisar estruturas preservadas em seu conjunto arquitetdnico,
permitindo correlagdo morfolégica e selecdo das dreas do tecido com padrOes
histolégicos variados na mesma regido, para identificacio de mudancas pré-

malignas ou tumores in situ (SUSNIK et al., 1995). O material utilizado pode
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ser exame histopatoldgico de rotina ou material de arquivo. Outra vantagem da
andlise de imagens € a quantificacdo das reacdes histoquimicas, histoenzimadticas
e imuno-histoquimicas. A positividade da amostra passa a ser expressa em
porcentagem, o que confere maior objetividade ao exame possibilitando assim
uma maior sensibilidade a pequenas variacdes, que algumas vezes podem ndo
serem percebidas ao olho humano.

As alteragdes moleculares na seqiiéncia evolutiva da metaplasia do
epitélio de Barrett para displasia e cancer sdo na atualidade objeto cada vez maior
de pesquisas. Até o momento os marcadores ainda nio estdo testados em grande
escala, e sdo estudados na tentativa de se determinar uma potencial utilizag@o
como auxiliares no aperfeicoamento diagndéstico dos pacientes em
acompanhamento (WEINSTEIN, 1999).

Os objetivos deste estudo foram:

1) avaliar a presenca de galectina-1 no esdfago de Barrett, sem
displasia;

2) quantificar a porcentagem de marcacio da galectina-1 no epitélio de
revestimento, no epitélio glandular e tecido conjuntivo de bidpsias endoscopicas
do esdfago de Barrett sem displasia, utilizando o Sistema Informatizado de
Anélise de Imagem (SAMBA 4000);

3) avaliar esta metodologia como técnica de quantificacdo de
marcadores imuno-histoquimicos em rotinas de diagndstico laboratorial no

esofago de Barrett.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS CONCEITUAIS

2.1.1 CITOFOTOMETRIA

A tradicional maneira para avaliar o grau de malignidade de um corte
histolégico proveniente de uma lesdo estava exclusivamente baseado em
caracteristicas qualitativas, associadas com freqiiente grau de subjetividade e
pouca reprodutibilidade. Novas técnicas baseadas nas andlises quantitativas
desenvolvidas nas tltimas décadas permitiram maior eficiéncia e objetividade nas
analises histopatolégicas (SORENSEN, 1995: NAZERAN et al., 1995).

Estudos, principalmente em tecidos animais, tém expandido
significativamente na tentativa de se encontrar nova e objetiva maneira de realizar
diagnésticos, prognésticos e diferenciagdo de subtipos em vdrias neoplasias,
através de técnicas glicoimuno-histoquimicas, as quais apresentam alta resolugido
e sensibilidade (DANGUY et al.,1993).

As mudangas que ocorrem nos componentes das células e tecidos em
véarias doencas podem ser quantificadas e qualificadas pela morfometria,
fornecendo dados uteis ao diagndstico como também ao progndstico do curso da
doenga. Embora os principios da morfometria sejam conhecidos hé séculos, com a
evoluc¢do da informdtica e os progressos efetuados no dominio da andlise de

imagens microscopicas, foi possivel desenvolver a automatizagdo da obtengdo da
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imagem e, paralelamente, aumentar a velocidade desta obtencdao (TRUE, 1996;
KATEMENTSKY et al., 1997).

A imuno-histoquimica desde a sua introdugao no inicio de 1940 tem se
desenvolvido em virias dire¢des €, um dos aperfeicoamentos de sua utilizacao, foi
a mensuracdo da quantidade de coloragdo imuno-histoquimica das células,
conhecida como imunoquantificacdo pela andlise de imagem (BRANDTZAEG,
1998).

Entre as técnicas modernas que permitem direcionar a conduta
diagnoéstica, prognéstica ou terap€utica nas varias especialidades da medicina, a
citometria por imagem tem obtido ampla aceita¢do. O termo andlise de imagem €
o processo reservado a uma disciplina da patologia que tem por objetivo obter
informacdes de maneira objetiva e reprodutivel, através de medidas e contagens
(MEIER et al., 1997).

A andlise informatizada de imagens citoldgicas ou histolégicas permite a
descricdo quantitativa de diversos marcadores protéicos, glicoproteicos ou
glicohistoquimicos. Neste tipo de andlise simultaneamente obtém-se a informagao
microscépica € matemdtica, as imagens anal6gicas observadas na microscopia sao
transformadas em imagens numéricas e assim € possivel o tratamento estatistico
dos dados (HASSID, 1996). As principais etapas da andlise consistem: 1) na
aquisicaio da 1i1magem  dos objetos analisados, através da  captura e
armazenamento; 2) na determina¢do dos pardmetros fotométricos de fundo, pela
obtencdo de um contraste maximo da imagem a ser considerada eliminando os
artefatos; 3) na segmentacdo da imagem, a qual permite a obtencdo das medidas
relacionadas ao reconhecimento do objeto a ser analisado; 4) na descrigdo
numérica da imagem (OBERHOLZER et al., 1996).

No inicio dos anos 80, foram desenvolvidas novas técnicas

computadorizadas e de captacdo de imagens através de cameras, permitindo o
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abandono das metodologias analégicas em Dbeneficio da captagio e
armazenamento numérico da imagem. O conversor € 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 gradacdo entre estes valores ¢ representada por tons de cinza que serd
convertida em imagem numérica. O olho humano € capaz de diferenciar apenas 64
diferentes tons de cinza, muito diferente dos 256 obtidos pela fotocitometria.
Inovacdes tecnolégicas na década de 1990 permitiram o
desenvolvimento da citometria por scanner, apresentando uma série de beneficios,
incluindo a relocalizagdo da célula para visualizagdo e outros aspectos adicionais
de mensuragdo. Nesta década, também, os microscépios tornaram-se mais vidveis
e programas desenvolvidos permitiram facilitar as medidas da drea da célula e

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

2.1.2 LECTINAS

A maioria das protefnas expostas na superficie celular, da membrana
plasmdtica de todas as células eucaridticas, contém cadeias de oligossacarideos
que lhe sdo covalentemente ligados. Essa cobertura de carboidratos ajuda a
protejer a superficie celular de lesdes mecanicas e quimicas e algumas das cadeias
de oligossacarideos sdo reconhecidas por proteinas de superficie celular ligantes
de carboidratos, as lectinas (ALBERTS et al., 1997).

O estudo das lectinas das plantas iniciou-se com Hermann
STILLMARK’S, em 1888, porém a galectina-1 foi a primeira galectina de
mamifero descoberta em 1975, por TEICHBERT. Por mais de 20 anos suas
fungdes permaneceram obscuras (COOPER, 1997).

As lectinas de plantas e invertebrados sdo comumente aceitas como
instrumentos glicohistoquimicos para a andlise de estruturas normais e alteradas de

glicosaminoglicanos em histologia e patologia. As lectinas dos mamiferos e
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neoglicoprotefnas sdo acréscimos recentes a este painel para identificacdo de
epitopes de carboidratos (BRINCK et al.,1998).

As lectinas e integrinas sdo classificadas esquematicamente como
moléculas de adesdo, sendo que as lectinas sao divididas em cinco grupos de
acordo com seus ligantes especificos: 1) lectinas tipo C a qual tem como ligantes
a manose, galactose e fucose; estas lectinas incluem grande classe de distintas
glicoproteinas entre as quais as selectinas e seus ligantes, que desempenham papel
critico nos processos de invasdo de varios tipos de canceres incluindo os de
estdmago, pulmdo e melanomas; 2) lectinas tipo 1 tendo como ligantes a Man6
GlcNac, dacido hialurdnico, ©2,3/a2,6-sialolactose; 3) lectinas tipo S que
apresentam como ligantes os [3-galactosideos onde se encontram as galectinas; 4)
as lectinas tipo P tendo como ligantes a Manose-6-fosfato; 5) pentraxinas que
possuem monossacarideos sulfatados e fosforilados como ligantes (GABIUS,
1996; DANGUY et al., 1998).

As galectinas constituem o terceiro grupo de lectinas, tipo S ou seja,
solivel-lactose-licante. Elas se unem especificamente aos [-galactosideos
presentes em muitos componentes da matriz extracelular, incluindo laminina,
fibronectina e coldgeno. O nome genérico de galectinas foi proposto em 1994,
para uma familia de lectinas animais, as quais tinham capacidade de se ligar a
galactose e possuiam uma seqiiéncia caracteristica de aminodcidos. Apresentam
como caracteristica o fato de serem soliiveis, metal independentes em suas
atividades, nao possuirem pontes dissulfidicas e na maioria dos casos
apresentarem o terminal N acetilado como as proteinas plasmaticas. Entretanto,
sua localizagdo histolégica € diversa, ndo restrita ao citoplasma, mas também
presente no nucleo, sobre a superficie celular € no interior da matriz extracelular

(HIRABAYASHI, 1997; PERILLO et al., 1998).
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As galectinas, atualmente, sdo numeradas em ordem de descobrimento e
registradas no Gen Bank. Existem, de acordo com este sistema, dez galectinas de
mamiferos registradas, cada uma das quais, preenchendo critérios minimos, como
ter afinidade por B-galactosideos e estrutura definida similar no carboidrato de
reconhecimento do dominio os quais sdo derivados de dois exons e apresentam
uma extensa seqiiéncia homoéloga dentro da mesma familia (HIRABAYASHI,
1997; HUGHES, 1997; PERILLO et al., 1998).

De acordo com os seus arranjos arquitetdnicos, as galectinas foram
classificadas em trés diferentes tipos estruturais: proto, chimera e tandem-repeat.
No primeiro grupo, proto, o qual € constituido de homodimeros nao covalentes,
compostos por dois idénticos carboidratos de reconhecimento do dominio, as
galectinas-1, -2, -5, -7 sdo encontradas. No grupo tipo chimera, cuja estrutura ¢
composta por um carboidratos de reconhecimento do dominio ligado a prolina,
glicina e tirosina o tinico membro desta familia € a galectina-3, e no terceiro grupo
tandem-repeat constituido por dois distintos carboidratos de reconhecimento do
dominio estdo incluidas as galectinas-4 ,-6, -8 e -9 (KASA] e HIRABAYASH]I,
1996).

A galectina-1 € referida como um homodimero de 14kDa. O carboidrato
de preferéncia para esta galectina ligar-se € a lactosamina, o qual estd presente em
muitas glicoproteinas contrareceptoras. Ha varias glicoprotefnas identificadas que
se ligam a galectina-1, incluindo a laminina, fibronectina, proteina associada a
membrana do lisossoma, CD,4; e CDys da superficie protéica da membrana das
células hematopoiéticas (PERILLO et al., 1998).

Como resultado da capacidade de unido aos carboidratos da superficie
celular, as galectinas podem mediar vdrias funcOes biol6gicas. A interacao
carboidrato-proteina € utilizada no mecanismo de adesao celular através do

reconhecimento de peptideos. O cédigo de aguicares contribui significativamente
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para a especificidade da selegdo celular dos ligantes participantes. A galectina-1 e
galectina-3, lectinas ligantes a galactosideos com pesos moleculares de M (r)
14,797 e 31,000 respectivamente, sdo expressas em células normais e malignas e
ttm sido propostas como mediadoras dos contatos de adesdo célula-célula e
célula-matriz, € como indutoras da apoptose de algumas células (OHANNESIAN
et al.,, 1995; KALTNER e STIERSTORFER, 1998). Sendo implicadas também,
em fendmenos como regulacao do crescimento celular, diferenciagdo celular,
morfogénese, embriogénese e capacidade de invasdao do cancer (OHANNESIAN
et al. 1995; KASAl e HIRABAYASHI, 1996; BRULE et al. 1997; PERILLO et al.
1998).

As galectinas sao provavelmente responsdveis pelo reconhecimento da
estrutura N-acetilactosamina (LacNAc), que estd presente em VArios
glicoconjugados e consideradas como importantes glicocédigos (KASAI e
HIRABAYASHI, 1996). Partindo-se da avaliagdo da secre¢dao, modulagido e
interacdo da galectina com a laminina, observa-se que ela pode ser secretada por
uma via ndo cléssica e pode interagir com a laminina e outros glicoconjugados
extracelulares in vivo (COOPER, 1997).

As alteragdes da interacdo da célula tumoral com a laminina, sdo
caracteristicas fenotipicas consistentes de invasdo e metdstase. Qualitativa e
quantitativamente, mudangas na expressdo da proteina ligante a laminina tém sido
correlacionadas com a capacidade das células cancerigenas de atravessar a
membrana basal. Tais modificagdes fenotipicas estdo relacionadas com
prognoéstico insatisfatério ( BRULE et al., 1996).

O padrio de expressio de diferentes galectinas muda durante o
desenvolvimento e este padrio é também alterado em determinados locais da
inflamag¢do e em carcinomas de mama, colon, préstata e tiredide. O nivel de

expressdo de algumas galectinas em células tumorais parece estar correlacionado
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com o potencial metastdtico. Expressdo aberrante das galectinas na superficie das
células tumorais parece ser indicativo de prognéstico ruim (PERILLO et al,
1998).

A galectina-1, também € 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 invasao.

O papel biolégico das galectinas tem se expandido rapidamente e as
fungdes propostas até o momento podem ser sintetizadas nos mecanismos de
adesdo, podendo promover ou inibir a adesao celular, regular a proliferacio celular
e a sobrevida da célula. O mecanismo de adesao celular pode ser observado nas
agdes mediadoras da adesdo das células T em relagdo as células epiteliais e na
inibi¢do da adesdo dos mioblastos na laminina. Pode estimular a proliferacdo de
células endoteliais e inibir a proliferacdo dos fibroblastos humanos em células de
cultura. Em relacéo a regulacio da sobrevivéncia da célula, induz a apoptose das
células T e os macréfagos a eliminarem uma citotoxina (BRULE et al., 1995;

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

2.2 ENSAIOS EXPERIMENTAIS E CLINICOS

Foram obtidos conceitos, dados e informacdes sobre galectinas em
ensaios experimentais e clinicos realizados em c6lon, pele, timo, tiredide,
endométrio, utero, bexiga, placenta e embriogénese. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura trabalhos relativos a expresssdo de galectina-1 no
esofago de Barrett, tema deste estudo.

Os autores dos ensaios referidos acima apresentam dados sobre a

expressdo da galectina-1, que foram reunidos e cujas conclusdes sao apresentadas
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subdivididas esquematicamente em ensaios experimentais e clinicos, para melhor

compreensao e efeito deste trabalho.

2.2.1 ENSAIOS EXPERIMENTAIS
Nos ensaios experimentais observou-se que :

- células de ovério de hamster chinés sintetizam galectina-1. A cinética de
externaliza¢do da galectina-1 mostrou que as células segregam a proteina em
aproximadamente 20 horas e que a forma da superficie celular da galectina-1
em células do ovdrio do hamster € ativa e ligada a superficie de
glicoconjugados (CHO e CUMMINGS, 1995);

- a super expressdo da galectina-1 causa a transformacdo de fibroblastos
BALB3T3. A galectina-1 purificada (t-galectina-1) tem potente atividade
mitogénica em células BALB3T3, mas ndo apresenta atividade ligante de
acicar. O tratamento da t-galectina-1 com 2-mercaptoetanol diminui sua
atividade mitogénica, porém resulta no aparecimento de atividade ligante de
acucar. A modificagdo quimica de grupos sulfidril na t-galectina-1 com [14C]-
iodoacetamida sugere a presenga de ligagdes dissulfidicas intramoleculares.
Estas ligacdes dissulfidicas intramoleculares da t-galectina-1 sdo essenciais
para sua atividade mitogénica e diferentes atividades podem ser reguladas por
mudangas estruturais causadas pela sua quebra (YAMAOKA et al., 1996);

- a dimerizacdo e divaléncia sao presumivelmente 1mportantes. Mutagoes
especificas em galectina-1 de hamster podem alterar o equilibrio monomérico-
dimérico sem afetar a atividade de ligag¢do de carboidrato. A disponibilidade de
monomeros ativos e dimeros covalentes funcionais de galectina-1 podem
auxiliar em futuros estudos para compreensdo da fun¢@o bioldgica da lectina

(CHO e CUMMINGS, 1996);
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a lectina consiste de uma tnica cadeia idéntica de subunidades de polipetideos
composta de 134 amino-dcidos (massa calculada, 14,797 daltons), e seu
residuo terminal, alanina, € N-acetilada. Quando comparada com as sequéncias
de galectinas conhecidas, a galectina do ovério do sapo Bufo arenarum Hensel
em sua estrutura primdria, com especificidade do carboidrato e especialmente
de suas propriedades bioquimicas, exibe a mais alta identidade (48% de toda
molécula e 77% do carboidrato de reconhecimento do dominio), com
galectina-1 do bago bovino, mas supreendemente menor identidade (38% de
toda a molécula e 47% para o carboidrato de reconhecimento do dominio) com
uma galectina da pele de outra espécie de sapo Xenopus laevis skin. A
galectina do sapo compartilha também, trés dos seis residuos de cisteina que
sdo conservados em todas as galectinas-1 de mamiferos. Conclui-se que dentro
da familia das galectinas a correlacio entre conservagdo da estrutura primaria
e distancias filogenéticas entre as espécies fonte poderia ndo ser direta como
propostas por outros autores (AHMED et al., 1996);

algumas galectinas do aparelho digestdrio de ratos Wistar, entre 6 € 8 semanas
de vida de ambos os sexos, parecem ser produzidas pelo epitélio, podendo ser
secretadas extracelularmente. A galectina recombinante é biologicamente ativa
e Gtil como prova citoquimica para determinar endégenos ligantes da galectina-
1. A galectina recombinante reconhece intensamente a mucina e a célula
epitelial de superficie do glicocdlice do tecido gastrointestinal. A razdo pela
qual a galectina recombinante ndo reconhece a membrana basal € obscura e
provavelmente se deve ao fato dela estar completamente ocupada pela
galectina-1 enddgena, nao havendo substrato livre para a galectina
recombinante exdgena. Estes complexos ligantes de galectina podem ter papel
protetor na superficie celular contra o conteddo do limen, como secreciao

géstrica, enzimas digestivas e outros organismos (WASANO e HIRAKAWA,
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1997);

a sequéncia de aminoacidos completa da galectina-1 ovina, obtida por digestao
triptica e quimotriptica, revela que esta proteina ligante a carboidrato
compartilha todos os residuos absolutamente preservados e criticos
encontrados em outros membros da subfamilia de mamiferos da galectina-1.
Acréscimo de lactose ndo produz mudangas significativas, sugerindo que ela
nao causa modificacdes na estrutura secunddria da lectina. Neste estudo
observaram a potencial atividade inibitéria da galectina-1 no crescimento
celular e implicacdes na morte de celulas T, e encontraram evidéncias das
propriedades antagdnicas 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 vdrias origens animais, mas nao se une a
galectina-2 e nem galectina-3, o que induz particularmente sua

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

2.2.2 ENSAIOS CLINICOS

Nos ensaios clinicos em co6lon foram observadas as seguintes

constatacoes:

a galectina-1 foi expressa em 7 linhas celulares e a galectina-3 em 20 das 21
linhas celulares detectadas de carcinoma de cd6lon humano. A galectina-3
demonstrou ligar-se a laminina humana, ao antigeno carcinoembriogénico e a
glicoproteina da membrana lisossdmica, que estdo envolvidos com a adesdo
celular e foi localizada sobre a superficie celular das células KM12. Virias
glicoproteinas enddgenas e proteinas de superficie 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 vdrias moléculas de

adesdo e sugere-se que ela pode ter um papel na adesao celular do carcinoma
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do c6lon humano (OHANNESIAN et al., 1995);

expressdo da galectina-1 foi detectada principalmente nas células do tecido
conjuntivo e correlacionada com a progressdo tumoral da mucosa normal para
adenoma e carcinoma (p<0,0001). A mucosa coloretal normal apresenta fraca
ou negativa expressdo de galectina-1, enquanto que a expressao de galectina-1
foi intensa em 40% dos adenomas estudados e em 84% dos carcinomas. Nao
houve correlagdo entre a expressdo da galectina-1 e o grau de displasia nos
adenomas. A galectina-1 na mucosa coloretal € predominantemente um
produto do tecido conjuntivo cuja super expressdao estd associada com a
progressio neopldsica do céncer coloretal (SANJUAN et al., 1997);

a apendicite ndo causa alteragdes identificadas na ligacdo da neoglicoproteina;
em contraste, a tumorogénese do adenoma coldnico foi caracterizada pelo
aumento da lectina-reativa a galactose (Gal; Gal-beta 1, 3-GalNAc), fucose e
N-acetilglucosamina. O estudo revelou que lectinas enddgenas e
neoglicoproteinas s@o importantes instrumentos glicohistoquimicos para
andlise na gastroenteropatologia (BRINCK et al., 1998);

os glicoconjugados sdo ferramentas capazes de determinar a natureza benigna
versus maligna do adenoma coloretal. A expressdo dos glicoconjugados foi
demonstrada pela expressdo de cinco lectinas vegetais nominadas Arachis
hypogaea (PNA), Dolichos biflorus (DBA), Amaranthus caudatus (ACA),
Maackia amurensis (MAA) e Sambucus nigra (SNA), pertencentes a familia
de antigenos de Thomsen-Friedenrich. O padrdio de coloracdo
glicohistoquimica pdde identificar entre benigno (normal e baixo grau de
displasia) e maligno (alto grau de displasia, carcinoma in situ e cincer),
sugerindo que as displasias parecem ser distintas em dois grupos ao invés de
trés e que as displasias de alto grau sdo distintas do carcinoma in situ. Em

sintese, observa-se que a maioria das displasias de alto grau sdo ainda benignas



REVISAO DA LITERATURA 16

enquanto os carcinomas in situ sdo realmente lesdes carcinomatosas e devem
ser tratados devidamente; que as displasias de alto grau sdo biologicamente
diferentes do carcinoma in situ e que estas duas entidades ndo devem ser
incluidas no mesmo grupo (BRONCKART et al., 1999).

Ensaios clinicos em pele humana demonstraram que:
a pele humana normal produz galectina; ela estd localizada na epiderme,
particularmente nos queratindcitos, células de Langerhans e também na derme,
sendo importante para o contato c€lula/célula e/ou adesao na epiderme € na
interagao célula/matriz (AKIMOTO et al., 1995);
a galectina-1 parece participar da adesao celular do melanoma com a laminina
e poderia ser um modulador de invasdo e metdstase. Sugere-se que a alteracdo
da expressio da galectina-1 pode ser um caminho na evoluc¢ao dos processos
invasivos (BRULE et al., 1995).

Os estudos relacionados com o timo detectaram que:
as células epiteliais do timo humano sintetizam a galectina-1, que liga
oligossacarideos da superficie dos timdcitos e das células T linfoblastéides. O
grau de ligacdo da galectina-1 com os timdcitos esta relacionado com o estagio
de maturag@o das células, ou seja, timécitos imaturos ligam mais galectina-1
do que os maduros. Sugere-se que a galectina-1 participa das interagOes das
células epiteliais/timdcitos/timicas e que esta interacao pode ser regulada pela
expressdo de oligossacarideos ligantes sobre a superficie dos timdcitos
(BAUM et al., 1995);
a galectina-1, sintetizada por c€lulas timicas epiteliais em timo juvenil normal,
serve como mediadora entre a ades@o de células T imaturas e epitélio do timo
(HAFER-MACKRO et al., 1996):
a expressdo da galectina-1 em células epiteliais do timo parece ter um papel de

adesao celular na hiperplasia e neoplasia timicas, observados na doenga auto-
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imune miastenia gravis. Ha abundante expressdo de galectina-1 em células
epiteliais de timos hiperpldsicos e neopldsicos de pacientes com miastenia
gravis. Culturas primdrias de células epiteliais neopldsicas de um timoma
expressam galectina-1 e ligam células T imaturas; a ligacdo de célula T €
inibida pelo acréscimo de lactose e tiodigalactosideo, sugerindo que a
galectina-1 participa da adesdo célula-célula (HAFER-MACKRO et al., 1996).

Nos ensaios clinicos em tiredide foram realizadas as seguintes

observacdes:

- na tireide humana, a galectina-1 expressa niveis mais elevados em 6 linhas
celulares derivadas de carcinomas de tireide do que em culturas primdrias de
tirebide normal e células de adenomas. Os niveis de galectina-1 aumentaram
em 28 dos 40 carcinomas papilares e em 6 dos 7 carcinomas anapldsicos
comparados com tiredide normal e hiperpldsica. Inversamente, a expressao de
galectina-1 ndo € afetada em carcinomas foliculares e adenomas benignos. A
analise imuno-histoquimica da tireide normal e de carcinoma papilar revela
expressdo maior desta proteina em células foliculares neopldsicas do que em
células normais (CHIARIOTTI et al., 1995);

- todas as lesdes malignas da tiredide de origem epitelial e o nédulo linfatico
metastdtico de um carcinoma papilar apresentam altos niveis de expressdo da
galectina-1 e galectina-3; os carcinomas medulares da tire6ide mostram fraca e
variavel expressdo destas galectinas e em contraste, nenhum dos adenomas
benignos da tire6ide nem dos tecidos adjacentes de tire6ide normal manifestam
a presenca de galectina-1 ou galectina-3. Sugere-se que as galectinas-1 e -3
podem estar associadas com transformac¢do maligna do epitélio da tiredide e,
potencialmente, podem servir como marcadores para distinguir adenomas

benignos de carcinomas diferenciados da tiredide (XU et al., 1995).
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Ensaios clinicos em placenta e embriogénese detectaram que:

em placenta humana, estudos com anticorpos monoclonais, demonstram que a
fibronectina e laminina servem como ligantes endégenos para a galectina-1,
sugerindo que esta tenha importante papel na adesdo da matriz extracelular e
no controle da adesdo celular e que este efeito de ades@o € inibido na presenca
da lactose (OSEKI et al., 1995);

hd expressdo da galectina-1 e galectina-3 durante o primeiro trimestre da
embriogénese humana. A expressdo da galectina-1 € demonstrada no tecido
conjuntivo e tecidos derivados, tais como células musculares lisas e estriadas e
em alguns epitélios, como nas camadas basais da pele apds 14 semanas e nas
células epiteliais das gbnadas. A galectina-3 € detectada principalmente na
pele, epitélio do trato digestorio, e respiratério, urotélio, e tubos excretores do
rim, também nas células do miocardio, nos condrécitos e no figado. A
expressao diferencial destas duas lectinas sugere que elas poderiam participar
do processo complexo de diferenciacdo tecidual (BRULE et al., 1997).

Nos ensaios clinicos em endométrio, utero e bexiga foram realizadas as

seguintes observacdes:

a expressao de trés protefnas ligantes a laminina, 67kDa receptora de laminina
(67 LR), galectina-1 e galectina-3 apresentam-se alteradas no cancer
endometrial humano avancado, similar ao relatado em outros carcinomas tais
como, os de colon, mama e ovario. H4 aumento significativo da expressao da
67 LR e galectina-1 nas células cancerigenas comparadas com o endométrio
normal adjacente (p= 0,0004 ¢ 0,0022 respectivamente); e significante
diminuicdo da expressio da galectina-3 nesta células (BRULE et al., 1996);

os niveis de expressdo da laminina e da galectina-1 e -3 e seus sitios ligantes
podem ser utilizados de maneira confidvel para diferenciagcdo entre leiomiomas

e lelomiossarcomas uterinos. Héd evidentes diferencas nos pardmetros (indice
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de marcagem, densidade Sptica média, e heterogeneidade de concentragdo do
marcador relacionados com a galectina-3 nos dois grupos avaliados. A
porcentagem de tecido que expressou a galectina-3 e seus sitios de ligagdo €
significantemente mais alta no leiomiossarcoma do que no leiomioma. Embora
significantemente mais alta a concentragdo de laminina € mais
heterogenicamente distribuida no leiomiossarcoma em relagdo ao leiomioma.
Em contraste os nives de expressdo da galectina-1 permanecem similares tanto
nos leiomiomas como nos leomiossarcomas (SCHWARZ JR. e BUDEL,
1999);

- os niveis de expressdo de galectina-1 apresentam-se bastante aumentados na
maioria dos carcinomas de bexiga humana de alto grau de diferenciacdo
histolégica quando comparados com o epitélio normal da bexiga ou nos
tumores com baixo grau de diferenciac¢@o histoldgica. Os niveis de galectina-3
também mostram-se aumentados na maioria dos tumores quando comparados
com o epitélio normal da bexiga, porém sdo similares entre os tumores de

diferentes graus histolégicos (CINDOLO et al., 1999).
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3 MATERIAL E METODO

Este estudo foi realizado no Instituto de Pesquisas Médicas (IPEM) do
Hospital Universitario Evangélico de Curitiba (HUEC) / Faculdade Evangélica de
Medicina do Parand (FEMPAR) e no Departamento de Histologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica.

Utilizou-se a Nomina Anatomica (1985). Tomaram-se como base para a
padronizacdo as Normas para Apresentagdo de Trabalhos, da Universidade Federal
do Parand (1996). Aplicaram-se as Normas para Referéncias Bibliogrdficas (NBR
6023) e Abreviacdo de Titulos de Periodicos (NBR 6032) da Associagao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), as Normas para apresentacdo grdfica de dados:
tabelas, do Instituto | Paranaense de Desenvolvimento Econdmico e Social -

IPARDES, do Governo do Estado do Parana.

3.1 OBTENCAO E SELECAO DE AMOSTRAS

A amostra inicial consistiu de 86 bidpsias endoscépicas de pacientes com
esofago de Barrett sem displasia. Cada amostra foi submetida a avaliagdo prévia
para a inclusd@o no estudo. Os espécimes estavam identificados e processados de

acordo com as técnicas histol6gicas de rotina, conservados em solugdo de formol
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tamponado e fixados em parafina.

3.2 AVALIACAO PREVIA

Cada bloco histolégico foi submetido a microtomia para obtencdo de
novos cortes com espessura de 5 u . Foram entdo corados com hematoxilina e eosina
¢ reavaliados independentemente por dois patologistas experientes, para se obter a
confirmagdo do laudo histolégico de acordo com os critérios que caracterizam 0
esdfago de Barrett sem displasia, assim definido: substitui¢do do epitélio escamoso
pelo epitélio colunar especializado, com a presenga de células caliciformes
interpostas entre as células mucosas, tanto na camada de revestimento como na
por¢do glandular. Ao microscépio 6ptico, esse epitélio de revestimento pode esbogar
arranjo viloso como também rudimentar (TOLENTINO, 1998). Das 86 bidpsias de
esofago de Barrett sem displasia foram selecionados 60 amostras para realizacao da
técnica de coloragdo imuno-histoquimica. Os blocos excluidos apresentavam
material insuficiente para a realizagdo de novos cortes histolégicos, tinham tecidos
sobrepostos, ou 0 material estava inadequadamente conservado. |

As 60 amostras que vieram a constituir a casuistica do presente estudo
foram selecionadas entre as bidpsias esofdgicas que apresentaram confirmagdo
diagndstica, através de critérios histologicos de epitélio de Barrett sem displasia e
encontravam-se adequadas para se realizar a técnica de glicoimuno marcagem.

Todas as amostras foram obtidas no CITOLAB - Laboratério de Citologia
¢ Histolopatologia Ltda., da cidade de Curitiba, coletadas de fevereiro a novembro
de 1998. Na distribuicdo 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).
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3.3 PREPARO DAS LAMINAS PARA ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia com espessura do
corte de 5 U, os quais foram dispostos sobre uma ldmina tratada com poly-L-lysine

(SuperFrostColor® -Menzel-Alemanha).

3.4 TECNICA DE COLORACAO GLICOIMUNO-HISTOQUIMICA.

O procedimento de coloracdao imuno-histoquimica utilizado nos cortes

parafinados foi realizado conforme o seguinte método:

1. Desparafiniza¢do e hidratac@o dos cortes de tecidos através de 3 banhos em toluol
e séries de dlcool com graduagdo decrescente (100%, 90%, 70%) com duragao de 10
minutos cada banho,

2. Lavagem das laminas por 5 minutos em 4gua da torneira,

3. Inibicdo da peroxidase endégena pela imersdo das laminas por 30 minutos em
solug@o composta por 200 ml de metanol e 6ml de H,O, a 0,3 %,

4. Lavagem das laminas em dgua corrente durante 5 minutos e incubadas em solugéo
tampao TBS (Tris Buffered Saline) em pH 7,3 por 5 minutos,

5. Incubacdo 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 laminas com papel absorvente, retirando o excesso de tampdo, apds
realizar a aplicagdo da gota de avidina sobre o corte e incubagdo das laminas
durante 15 minutos em atmosfera imida,

6. Lavagem das laminas em dois banhos de solucdo tampao TBS,

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

(Avidin-Biotin Blocking-kit®~Vector Laboratories, Ca-USA). Neste procedimento
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deve-se também secar as ldminas com papel absorvente, retirando o excesso de
tampdo, fazendo entdo a aplicagdo da gota de biotina sobre o corte e depois
incubag@o das laminas durante 15 minutos em atmosfera imida,

8. Adi¢do do anticorpo primdrio policlonal de coelho-IgG anti-galectina-1
biotinilada e incubag¢do dos cortes por 30 minutos em atmosfera tmida. (Este
anticorpo vai se fixar sobre o antigeno especifico que € a galectina-1),

9. Lavagem das laminas por 5 minutos em solucio tampao TBS,

10. Adicdo do anticorpo secunddrio biotinilado que se fixard nos anticorpos
primdrios e incubagdo das laminas em atmosfera imida por 30 minutos,

11. Lavagem das laminas em dois banhos de 10 minutos cada em solu¢ao tampao
TBS,

12. Incubagao dos cortes por 30 minutos no complexo ABC (Vecstain Elite ABC
Reagent® - Vector Laboratories, Ca-USA),

13. Lavagem das laminas em dois banhos sucessivos de 5 minutos cada em solugdo
tampaoTBS,

14. Incubaga@o dos cortes com solu¢do de DAB — diaminobenzinaperoxidase (Liquid
DAB ®-Biogenex- USA),

15. Lavagem dos cortes em dgua corrente e posterior colocacdo das laminas por 5
minutos em dgua bidestilada e deionizada,

16. Realiza-se entdo a contracoloracio, as laminas retiradas da dgua bidestilada sdo
colocadas na hematoxilina. Durante este tempo de incubagdo, as estruturas nado
marcadas sao coradas de azul,

17. Colocagao das laminas em dgua bidestilada por 5 minutos,

18. Desidrata¢do e clareamento, neste procedimento as ldminas sdo colocadas em
banhos de dlcoois de concentragdo crescente (70%, 90%, 100%) e depois colocadas
em 3 banhos de toluol com 5 minutos de duracdo cada,

19. Montagem das laminas realizada pela fixacao das laminulas sobre os cortes
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com a ajuda de resina de cedro miscivel em toluol.

O controle da reagdo para o marcador em estudo € obtido omitindo-se o
passo de incubagdo com o anticorpo primdrio em uma das laminas (item 8). Deve-
se ter o cuidado de colocar esta lamina em banho de solu¢do TBS separadamente
evitando assim qualquer contato com os anticorpos primdrios advindos de outras

laminas

3.5 ORGANIZACAO FUNCIONAL DO SISTEMA INFORMATIZADO DE
ANALISE DE IMAGEM

O sistema SAMBA 4000, Systéme d’analyse microscopique a balayage
automatique (Sistema de Andlise Microscépica de Busca Automadtica), desenvolvido
pela Alcatel (Grenoble, Franga), € constituido por um hardware, capaz de captar
imagens microscopicas, e por um software capaz de interpretar e analisar as imagens

captadas.

3.5.1 EQUIPAMENTOS COMPONENTES (HARDWARE)
O hardware € composto por quatro unidades: microscépio, camara de

video, microcomputador, impressora e dois monitores (FIGURA 1).
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FIGURA 1: SISTEMA SAMBA 4000

NOTA: SISTEMA DE CITOFOTOMETRIA DE IMAGEM CONSTITUIDO POR IMPRESSORA, MICROSCOPIO,
CAMERA DE VIDEO, MICROCOMPUTADOR E DOIS MONITORES.

3.5.1.1 Microscopio

O microscopio utilizado é o aparelho da marca Axioskop® (Zeiss-
Alemanha). O fluxo luminoso, oriundo da lampada de xenonio, é controlado por um
potenciometro capaz de avaliar com precisao a quantidade de luz. Este feixe
atravessa o condensador, a lamina histologica a objetiva em uso e entao ¢ separado
em duas partes: uma via destinada a observagao visual através da ocular do
microscopio e a via de captagao da imagem pela camera de video a qual é enviada

ao monitor do computador.
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3.5.1.2 Camera de video.
A captura das imagens € feita através de uma camera DXC-970MD
3CCD® (Sony- Japao) que padroniza as cores verde, azul e vermelha de forma que

o sistema trabalhe com o mesmo nivel de captagao determinado.

3.5.1.3 Computador.

Utilizou-se um computador, Pentium III com 16 Mb RAM e disco rigido
de 12 Gigabytes, que executa as seguintes func¢des: importagdo das imagens do
microscépio e da camara de video, execugdo do software Immuno do sistema

SAMBA 4000, e transferéncia de dados para a impressao.

3.5.1.4 Impressora.
Utilizou-se para a impressdo dos dados numéricos uma impressora

DESKIJET® - 680C ( Hewlett Packard — USA).

3.5.2 PROGRAMA COMPUTACIONAL (SOFTWARE)

Ao iniciar a utiliza¢@o do software Imunno deve-se realizar a calibracdo do
sistema SAMBA 4000 e padronizar o protocolo de rotina. Este processo de
padronizag@o consiste nas seguintes etapas:

-aquisi¢ao da imagem (FIGURA 2)

-processamento e digitalizagdo da imagem (niveis de cinza)

- binarizag@o da imagem

-segmentag¢do da imagem (FIGURA 3)

-identificag@o do objeto (FIGURA 4)

-sele¢@o e reconhecimento do objeto de interesse (FIGURA 5)

-andlise da imagem (FIGURA 6)

-resultados
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As imagens analdgicas, tais quais sdo percebidas, sao captadas através da
camera, e transformadas em imagens numéricas. A andlise tem por finalidade
transformar as imagens coradas pelo marcador em matriz numérica e, a partir desta,
calcular parametros matematicos que permitam a analise numerizada das imagens

microscopicas.

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

NOTA: OBTENCAO DA IMAGEM ATRAVES DA MICROSCOPIA ELEGENDO-SE O CAMPO DESEJADO PARA
REALIZAGAO DA LEITURA.
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FIGURA 3: ASPECTO DA TELA DO MONITOR NO TEMPO DE SEGMENTACAO DAS ESTRUTURAS

NOTA: OS COMANDOS DO PROGRAMA PERMITEM REALIZAR A SEGMENTACAO DAS ESTRUTURAS
QUE SERAO ANALISADAS SENDO POSSIVEL SEPARA-LAS DAS DEMAIS IMAGENS, REMOVER
IMAGENS QUE NAO SAO DESEJADAS, SELECIONAR AS ESTRUTURAS PARA A ANALISE E
ENTAO TORNA-LAS VALIDAS PARA LEITURA.
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FIGURA 4 : FOTOMICROGRAFIA EXEMPLIFICANDO A IDENTIFICACAO DA ESTRUTURA DE INTERESSE

NOTA: IDENTIFICA-SE A IMAGEM DE INTERESSE APOS A DELIMITAGCAO DAS BORDAS DA ESTRUTURA
A SER ANALISADA
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FIGURA 5: FOTOMICROGRAFIA DE UM EXEMPLO DE RECONHECIMENTO DA IMAGEM PELO SISTEMA
SAMBA 4000

FIGURA 6: FOTOMICROGRAFIA EXEMPLIFICANDO A IMAGEM DE UMA ESTRUTURA ANALISADA

NOTA: NESTE MOMENTO OBTéM-SE SIMULTANEAMENTE OS RESULTADOS DOS PARAMETROS
ANALISADOS
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As imagens processadas pelo sistema computadorizado sdo digitalizadas
em pixels. Este processo confere um valor para cada ponto-imagem (pixel). A luz
absorvida pelo tecido em cada segmento serd quantificada. A quantifica¢do da luz
absorvida € expressada através de uma escala de variagdes de niveis de cinza que vai
do 0 (preto) ao 255 (branco). Este processo corresponde a numerizaglﬁo da imagem
que envolve duas etapas: geracdo da matriz em tons de cinza e transformagdo desta

em matriz numérica bindria (TRUE e HERMAN, 1993).

3.5.3 PROCEDIMENTO DE LEITURA

Para otimizagdo do aproveitamento das imagens em cada lamina, 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 constituidos de epitélio
glandular sendo considerado para leitura as glandulas que tinham a ﬁresenga das
células caliciformes e cinco campos de tecido conjuntivo o que correspondeu a uma
drea escaneada de vinte campos com superficie variando em cada campo entre
60000 a 120000 um?2. O tempo para leitura de cada lamina foi de aproximadamente
40 minutos. Esta metodologia foi obtida e qualificada pelo laboratério da
Universidade Livre de Bruxelas, Bélgica e aplicada no Instituto de Pesquisas

Médicas do Hospital Universitirio Evangélico de Curitiba.

3.6 PARAMETROS ANALISADOS PELO SISTEMA SAMBA 4000

O programa Imunno foi utilizado para analisar trés varidveis que
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caracterizam quantitativamente as reagdes de coloragdo histoquimicas: indice de
marcagem, densidade 6ptica média e heterogeneidade de concentragao.

O indice de marcagem descreve a porcentagem de darea tecidual
especificamente marcada pela prova glicohistoquimica .

A densidade 6ptica média denota a intensidade de coloragao.

A heterogeneidade de concentracdo que expressa a distribuicdo da
concentragdo do marcador nos campos individuais avaliados.

Para realizar a padronizacdo do sistema para a andlise microscépica
computadorizada a lamina histolégica considerada controle negativo, da qual o anti-
corpo anti-galectina-1 foi omitido, foi analisada para cada um dos pardmetros acima
mencionados.

Os testes para andlise e estatistica foram realizados com o software
Imunno do sistema SAMBA 4000. A representacdo das diferentes varidveis
calculadas pela quantificacdo do marcador imuno-histoquimico, através da imagem
computadorizada permite, em um mesmo momento, observar a drea da superficie

analisada, a intensidade de marcag@o e a concentracio da coloragdo (FIGURA 7).

3.7 ANALISE ESTATISTICA MONOVARIADA

Ap6s a andlise dos parametros estabelecidos pelo programa computacional
do sistema SAMBA 4000: indice de marcagem, densidade O&ptica média e
heterogeneidade de concentracdo em cada amostra de tecido foi realizada a anélise
estatistica monovariada .

Os resultados serdo apresentados, segundo seu grau de significincia, em

fungdo da probabilidade p, cuja significancia estatistica foi aceita quando p < 0,05 .
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FIGURA 7: PARAMETROS ANALISADOS
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4 RESULTADOS

Das 60 amostras incluidas no estudo em 37 foi possivel avaliar o
epitélio de revestimento € em 54 amostras o epitélio glandular e tecido
conjuntivo. A amostra apresentou homogeneidade de marcacdo em todas as

observacgdes analisadas.

4.1 PADRAO DE COLORACAO OBTIDO NO ESOFAGO DE BARRETT
SEM DISPLASIA UTILIZANDO ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1

Observou-se a expressdo da galectina-1 tanto no nicleo como no
citoplasma das células do epit€lio de revestimento (FIGURA 8), epitélio
glandular ( FIGURA 9) e no tecido conjuntivo (FIGURA 10) .

Nas regides marcadas observou-se uma colora¢do de cor castanha, e

onde ndo houve marcagéo a coloragéo obtida € de tonalidade azulada.
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FIGURA 8: FOTOMICROGRAFIA DO PADRAO DE EXPRESSAO DA GALECTINA-1 NO EPITELIO DE
REVESTIMENTO, OBSERVACAO 34, AUMENTO 200 X.

NOTA: HOUVE MARCACAO TANTO DOS NUCLEOS COMO DO CITOPLASMA, QUE APRESENTAM
COLORACAO CASTANHA. SENDO QUE AS ESTRUTURAS NAO MARCADAS COM O

ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM CORADAS COM A HEMATOXILINA E
APRESENTAM-SE COM COLORAGCAO AZUL

FIGURA 9: FOTOMICROGRAFIA DO PADRAO DE EXPRESSAO DA GALECTINA-1 NO EPITELIO
GLANDULAR, OBSERVACAO 43, AUMENTO 200 X.
NOTA: PRESENCA DE CELULAS CALICIFORMES. HOUVE A MARCACAO TANTO DOS NUCLEOS DAS
CELULAS COMO DO CITOPLASMA, QUE APRESENTAM COLORACAO CASTANHA. SENDO
QUE AS ESTRUTURAS NAO MARCADAS COM O ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM
CORADAS COM A HEMATOXILINA E APRESENTAM-SE COM COLORAGCAO AZUL.
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FIGURA 10: FOTOMICROGRAFIA DO PADRAO DE EXPRESSAO DA GALECTINA-1 NO TECIDO
CONJUNTIVO, OBSERVACAO 52, AUMENTO 200 X.
NOTA: HOUVE A MARCAGAO TANTO DOS NUCLEOS DAS CELULAS COMO DO CITOPLASMA, QUE
APRESENTAM COLORAGCAO CASTANHA. SENDO QUE AS ESTRUTURAS NAO MARCADAS
COM O ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 FORAM CORADAS COM A HEMATOXILINA E
APRESENTAM-SE COM COLORACAO AZUL.
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42 NIVEL DE EXPRESSAO DA GALECTINA-1 EM RELACAO AO
INDICE DE MARCAGEM NO ESOFAGO DE BARRETT SEM
DISPLASIA

A média do indice de marcagem no epitélio de revestimento (93,459 %)
foi significativamente maior que no epitélio glandular ( 80,916 %), sendo o valor
de p igual a 0,0004. Na anélise dos indices de marcagem o desvio padrdo foi de
15,455 no epitélio de revestimento e 16,304 no epitélio glandular. A diferenga
entre as médias foi igual a 12,543, sendo que o intervalo de confianca da

diferenca de 95% ficou entre 5,773 e 19,313 (Grafico 1).

GRAFICO 1 : MEDIA E DESVIO PADRAO EM PORCENTAGEM DO INDICE DE MARCAGEM COM
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 DO EPITELIO GLANDULAR (A) E EPITELIO DE
REVESTIMENTO (B) NO ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE A INTENSIDADE
DE MARCAGEM NO EPITELIO DE REVESTIMENTO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR
QUE NO EPITELIO GLANDULAR.
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A média do indice de marcagem no epitélio de revestimento (93,459 %)
e no tecido conjuntivo (94,637 %) ndo apresentou diferenca significativa sendo
o valor de p=0,6102. Na anélise destes indices de marcagem o desvio padrdo foi
de 15,455 no epitélio de revestimento e 5,761 no tecido conjuntivo. A diferenca
entre as médias foi igual a 1,178 sendo que o intervalo de confianga da diferenga

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

GRAFICO 2: MEDIA E DESVIO PADRAO EM PORCENTAGEM DO INDICE DE MARCAGEM COM
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 DO EPITELIO DE REVESTIMENTO (A) E TECIDO
CONJUNTIVO (B) NO ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE NAO HOUVE

DIFERENCA NA INTENSIDADE DE MARCAGEM ENTRE EPITELIO DE REVESTIMENTO
E TECIDO CONJUNTIVO.
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A média do indice de marcagem no tecido conjuntivo (94,637 %) foi

maior que no epitélio glandular (80,916 %), sendo o valor de p<0,0001. Na
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analise dos indices de marcagem o ‘desvio padrio foi de 5,761 no tecido
conjuntivo e 16,304 no epitélio glandular. A diferenca entre as médias foi igual a
13,721, sendo que o intervalo de confianca da diferenca de 95% ficou entre 5,773

e 19,313 (Grafico 3).

GRAFICO 3: MEDIA E DESVIO PADRAO EM PORCENTAGEM DO INDICE DE MARCAGEM DO
EPITELIO GLANDULAR (A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO
QUE A INTENSIDADE DE MARCAGEM NO TECIDO CONJUNTIVO FOI
SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITELIO GLANDULAR.

INDICE DE MARCAGEM (L1%) GALECTINA-1
Média e desvio padrio

100
90
80- S
70] Bl
601
so| &
40 :
30:
20 o o
101 "
0 : ; ~ ~ ;
A B
Epitélio glandular Tecido conjuntivo

o%%5%",

P

MR AM

o
natesy

o

K
. S
PN




RESULTADOS 40

43 NIVEL DE EXPRESSAO DA GALECTINA-1 EM RELACAO A
DENSIDADE OPTICA MEDIA NO ESOFAGO DE BARRETT SEM
DISPLASIA

A média da densidade 6ptica média no epitélio de revestimento
(17,889) foi maior que no epitélio glandular (13,157), havendo diferenga
significativa com p<0,0001. Na andlise das densidades Opticas médias o desvio
padrdo foi de 4,558 no epitélio de revestimento e 3,824 no epitélio glandular. A
diferenca entre as médias foi igual a 4,732, sendo que o intervalo de confianca da

diferenca de 95% ficou entre 2,978 a 6,486 (Grafico 4).

GRAFICO 4: MEDIA E DESVIO PADRAO DA DENSIDADE OPTICA MEDIA DO EPITELIO
GLANDULAR (A) E EPITELIO DE REVESTIMENTO (B) MARCADOS COM
ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO
QUE A MEDIA DA DENSIDADE OPTICA MEDIA NO EPITELIO DE
REVESTIMENTO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITELIO
GLANDULAR.
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A média da densidade Optica média no epitélio de revestimento
(17,889) foi semelhante a média da densidade 6ptica média no tecido conjuntivo
(18,509) sendo o valor de p=0,5174. Na anélise das densidades 6pticas médias o
desvio padrdo foi de 4,558 no epitélio de revestimento e 4,416 no tecido
conjuntivo. A diferenca entre as médias foi igual a 0,620 sendo que o intervalo
de confianga da diferenca de 95% ficou entre —1,277 e 2,518 (Gréfico 5).

GRAFICO S5:MEDIA E DESVIO PADRAO DA DENSIDADE OPTICA MEDIA DO EPITELIO DE
REVESTIMENTO (A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM ANTICORPO ANTI-
GALECTINA-1 NO ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE NAO HOUVE DIFERENCA
SIGNIFICATIVA ENTRE AS MEDIAS DA DENSIDADE OPTICA MEDIA.
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A média da densidade 6ptica média no tecido conjuntivo (18,509) foi
maior que no epitélio glandular (13,157), havendo diferenca significativa com
p<0,0001. Na andlise das densidades 6pticas médias o desvio padrido foi de
4,416 no tecido conjuntivo e 3,824 no epitélio glandular. A diferenca entre as
médias foi igual a 5,352, sendo que o intervalo de confianca da diferenca de 95%

ficou entre 9,055¢ 18,386 (Grafico 6).

GRAFICO 6: MEDIA E DESVIO PADRAO DA DENSIDADE OPTICA MEDIA DO EPITELIO GLANDULAR
(A) E TECIDO CONJUNTIVO (B) MARCADOS COM ANTICORPO ANTI-GALECTINA-1 NO
ESOFAGO DE BARRETT MOSTRANDO QUE A MEDIA DA DENSIDADE OPTICA MEDIA
NO TECIDO CONJUNTIVO FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR QUE NO EPITELIO
GLANDULAR.
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5 DISCUSSAO

5.1 ESOFAGO DE BARRETT

O esofago de Barrett sem displasia, € definido como uma leséo
pré-maligna onde o epitélio escamoso estratificado € substituido pelo epitélio
colunar intestinal metapldsico, com a presencga de c€lulas caliciformes tanto na
mucosa como na por¢ao glandular (TOLENTINO et al., 1998).

O processo pelo qual o epitélio escamoso € substituido pela
metaplasia intestinal € pouco compreendido. A esofagite estaria associada com
inflamacgdo e morte celular, sendo que a adaptacao inicial ocorreria através da
hiperplasia, a qual compensaria a morte celular causada pelos danos quimicos do
refluxo. A resposta adaptativa inicial levaria ao aumento na altura da zona de
proliferacdo e na extensdo das papilas da camada basal. Como resultado destas
modifica¢des, as células desta camada ficariam mais superficiais e expostas aos
fatores nocivos, passando entdo a expressar o fendtipo do epitélio de Barrett.
Outra teoria sugere que a origem do desenvolvimento do epitélio de Barrett
aconteceria a partir de altera¢Oes de células pluripotentes das préprias glandulas
submucosas do es6fago que colonizariam o epitélio estratificado danificado, ou
ainda a partir da presenga de tecido heterotépico no esdfago (FITZGERALD e
TRIADAFILOPOULOS, 1998).

A incidéncia tanto do adenocarcinoma de esdfago como do esdfago de
Barrett tem aumentado rapidamente nas ultimas duas décadas. Na metaplasia do

tipo intestinal, o risco de malignidade para transformacdo do es6fago de Barrettt
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em adenocarcinoma € de 1 para 55 a 208 pacientes por ano, sendo pelo menos
40 vezes maior do que a populagdo em geral (TSELEPSIS et al., 2000).

O prognostico do paciente com este tumor pode melhorar com sua
detecgdo precoce, porém a realizagdo de bidpsias endoscopicas regulares para
avaliacdo histolégica, ndo tem apresentado resultados satisfatérios. Em parte,
devido as controvérsias em relagdo a freqiiéncia com que elas devem ser
realizadas ou pelas divergéncias interobservador e intraobservador na defini¢do
dos graus de displasia. Sendo assim, € necessario definir novos pardmetros que
auxiliem no diagndstico precoce e permitam melhor progndstico.

As evidéncias parecem mostrar que o esdfago de Barrett e o
adenocarcinoma de es6fago apresentam suas evolugbes relacionadas com o
refluxo 4cido e biliar para o es6fago. Entretanto ndo estd bem claro, qual a
extensdo da contribuicio do refluxo na progressdo neoplasica da doenga. Os
componentes do refluxo podem ser significativamente diferentes, podendo ser
constituidos de hipersecre¢do géstrica, refluxo do suco biliar e pancreético como
também do suco duodenal, que tem importante papel na carcinogénese do célon e
do estdmago (JANKOWSKI et al.,1999).

Também tem sido demonstrado experimentalmente, que a combinagio
da bile com a secregdo 4cida € mais téxica para as células esofdgicas aumentando
a possibilidade de anormalidades nucleares e apresentando importantes
alteracdes genéticas a nivel celular (FITZGERALD e TRIADAFILOPOULOS,
1998) .

Ocorrendo danos celulares, inicia-se uma seqiiéncia de eventos que
evoluiriam do epitélio normal para esofagite e desta para a seqiiéncia
metaplasia/displasia/carcinoma in situ/ carcinoma invasivo. Assim o epitélio de
Barrett constitui um excelente modelo para estudo do desenvolvimento molecular
do processo evolutivo da metaplasia ao carcinoma (FITZGERALD e

TRIADAFILOPOULOS, 1998).
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A heterogeneidade da les@o afetando a zona de jung@o gastroesofégica,
associada a alteragdes moleculares, instabilidade microsatélite, ao aparecimento
de clones pré-malignos, a presenga de mutacdo do p53, pl6, aneuploidia,
inapropriada producdo e resposta aos fatores de crescimento e diferenciacido
celular, aumento dos niveis de ciclo oxigenase resultaria em apoptose reduzida,
anormalidade de expressdo nas moléculas de adesdo que poderiam levar a
fendmenos de invasido (JANKOWSKI et al., 1999; TSELEPIS et al., 2000).

O exato mecanismo desta progressdao ainda ndo estd totalmente
esclarecido. Estas alteragdes s@o mais acentuadas nos adenocarcinomas de
Barrett, o que suporta uma possivel progressdo seqiiéncial destes eventos.

Enquanto se tenta determinar os fatores que levariam ao
desenvolvimento do adenocarcinoma de es6fago, tem ficado bastante claro que
existe um acimulo de anormalidades genéticas as quais causam desregulada
proliferacdo celular, maior acimulo de mutagdes genéticas, formando um circulo
vicioso, até que um clone de células desenvolveria a capacidade de invasao.

Este modelo de carcinogénese, explicaria a dificuldade encontrada em
se definir um marcador biolégico especifico para predizer o potencial maligno do

esofago de Barrett.

5.2 PAPEL DA GLICOIMUNO-HISTOQUIMICA

Existem  continuos debates em relagdo ao valor das bidpsias
endoscépicas na detecgdo precoce da malignidade ainda em estdgios de cura
potencial no adenocarcinoma de Barrett e, at¢é o momento, a evolugdo
histopatolégica para displasia permanece como padrdo ouro em determinar o
potencial neoplasico do es6fago de Barrett (FITZGERALD e
TRIADAFILOPOULOS, 1998).



DISCUSSAO 46

A répida evolugdo da metaplasia para o carcinoma metastitico pode
ocorrer, ja que a progressdo da metaplasia para o cancer € descrita muitas vezes
sem a displasia poder ser observada (TEODORI et al, 1998).

O entendimento das alteracdes genéticas e moleculares que levam a
esofagite progredir para a metaplasia pode auxiliar no esclarecimento de vérias
dividas, tais como a origem das células na metaplasia de Barrett; de como o
refluxo 4cido ou biliar estd relacionado com a freqii€ncia do desenvolvimento do
neo epitélio; como identificar a natureza do mecanismo que controla a expansao
das dreas com metaplasia; como € a histéria natural da evolugdo para a displasia;
como reconhecer quais os processos biolégicos que seriam determinantes
essenciais na evolugao para os processos de invasio (JANKOWSKI et al.,1999).

Desde a introdu¢do das provas imuno-histoquimicas no inicio de
1940, estas técnicas estdo se desenvolvendo de maneira inquestiondvel. Sao
métodos relativamente econdmicos, adequados a multiplas propostas da
investigacdo laboratorial e também atrativos pelo fato de permitirem avaliar
concomitantemente a localiza¢do do antigeno e a morfologia do tecido.

A glicohistoquimica moderna € certamente um dominio da pesquisa
que permite o reconhecimento de fendmenos celulares intervindo nos residuos
glicanicos de glicoconjugados (MONSIGNY,1994).

A utilizacdo de marcadores glicoimuno-histoquimicos sobre cortes de
tecidos fixados e emblocados em parafina, permite medidas das diferentes
expressOes dos receptores glicanicos.

O diagn6stico de tumores utilizando a localiza¢@o imuno-histoquimica
das galectinas, de acordo com DANGUY et al. (1998), foi introduzido por
GABIUS em 1986. Segundo estes mesmos autores a lectinologia tem
contribuido de maneira considerdvel no estudo da progressio do céncer em
outros 0rgaos.

O interessante na utilizagdo das lectinas, como reagentes

glicohistoquimicos, além do alto grau de especificidade também se deve ao fato
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de sua andlise ser possivel, tanto na microscopia éptica como na microscopia
eletrdnica e computadorizada.

Recentes trabalhos tem caracterizado a possibilidade de se distinguir
diferentes subtipos de vdrias neoplasias através do estudo destas proteinas
ligantes a carboidratos. Na 4rea da pesquisa parece existir evidentes beneficios na
correlacdo glicohistoquimica com o diagndstico, progndstico e identifica¢do de
potencial capacidade metastitica dos tumores  através de medidas de
quantificacio destes marcadores (DANGUY et al., 1998) .

Anidlise dos glicoconjugados no epitélio de Barrett e seus diferentes
padroes de expressdo poderdo ser utilizados como marcadores biolégicos para
diferenciacdo nas etapas de evolugdo desta doenga.

O estudo das galectinas seria uma intersecio entre a glicobiologia e a
imunologia e novas estratégias baseadas no reconhecimento dos carboidratos
implicardio em respostas que possibilitardo o tratamento de desordens
autoimunes, processos inflamatdrios, reacdes alérgicas e disseminagao tumoral.

A importincia no estudo das moléculas de adesdo, estd na
possibilidade de avaliagdo da liga¢do célula-célula e célula-matriz sendo que a
expressdo anormal destas moléculas, além de relaciond-las com a dissociagdo
celular, levaria a aberragdo da motilidade e a um favorecimento da carcinogénese
e desenvolvimento de metéstases.

Para que um marcador possa ser 1til clinicamente existe a necessidade
da técnica de realizacdo ser simples, ndo invasiva, ter custo efetivo, alta
sensibilidade e especificidade.

Embora uma grande quantidade de marcadores esteja sendo
investigada, até agora, nenhum € utilizado de rotina na prética clinica para
auxilio na identificagdo diagndstica das metaplasias e displasias de baixo e alto
grau do esdfago de Barrett.

O principio dos métodos de coloracdo glicoimuno-histoquimica sao

simples, porém a técnica € bastante minuciosa e envolve vdrias etapas de



DISCUSSAO 48

incubagdo, cujos passos devem ser cuidadosamente realizados. E de grande
importdncia o planejamento  da seqiiéncia dos reagentes relatados na
metodologia para que se evite reagdes cruzadas (BRANDTZAEG,1998).

A padronizagdo das técnicas permite a obtencdo de amostras com
distribuicdo homogénea do marcador, o que possibilita uma melhor analise dos
pardmetros avaliados.

O estudo do entendimento da biologia molecular desta doenga, pode
ser realizado com uma série de outros marcadores. A dificuldade encontrada estd
em compararem-se os resultados da pesquisa de vérios laboratérios e trazé-los
para a prética clinica. A razdo disto, também se deve ao fato de haver grande
variedade nos tipos de tecidos estudados, como por exemplo as diversas formas
de obten¢ao do material provenientes de arquivo, tecido congelado ou células de
cultura.

Muitas vezes as pesquisas sio realizadas com pequenas amostras, tendo
a necessidade de se estabelecer um banco central de dados e a realizagio de

estudos multicéntricos bem definidos.

5.3 ESCOLHA DA MICROSCOPIA COMPUTADORIZADA ASSISTIDA

A ciéncia da anatomia patolégica tem evoluido em vérios campos, € um
dos objetivos € a caracterizagdo da evolugdo de lesGes com comportamento de
progressdo tumoral. A citometria de imagem, € especialmente 1til pois permite a
combinagdo de informagdes tanto da observagao histolégica como molecular.

A histéria da citometria de imagem estd associada com a histéria da
evolugdo da patologia, hoje com um interesse especial no estudo da
especificidade e sensibilidades de novos marcadores. Estes passam a ser
quantificados de maneira precisa e dinimica contrapondo-se com as técnicas

anteriores, estdticas, apenas baseadas na anélise morfoldgica .
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A citometria de imagem teve desenvolvimento significativo depois dos
primeiros trabalhos de CASPERSON (1936, 1950), que a partir da coloragéo
especifica do ADN que FEULGEN E ROSENBECK desenvolveram em 1924,
pode-se quantificar o ADN nuclear por meio de microfotometro de luz visivel.

As restri¢cdes encontradas no desenvolvimento desta técnica nos anos
de 60 a 70 estavam relacionados com o alto custo dos aparelhos de informaética
e com a falta de software de aplicabilidade pratica.

A partir de 1980 técnicas de computagdo permitiram que a imagem
captada fosse transformada em imagem numérica com maior velocidade, custo
razodvel e tratamento estatistico dos dados. Nos ultimos dez anos existe uma
proposta de se utilizar as técnicas de andlises informatizadas de imagem como
método auxiliar nas defini¢des de diagndstico, terapéutica e tratamento
(SCHULERUD et al., 1998).

No campo do diagnéstico, permite deteccdo precoce dos tumores
através da andlise nuclear e estudos de ploidia. No prognéstico, através da
observacdo do comportamento biolégico do tumor utilizando-se ferramentas
como por exemplo té€cnicas imuno-histoquimicas.

Estas classificagdes estdo sujeitas a uma série de varidveis como
técnica artesanal na confec¢do do material andtomo-patolégico, diferencas
conceituais de classificagdo e habilidade dos patologistas que utilizam-se de
critérios subjetivos de avaliacio.

Encorajados pelos problemas de subjetividade nos diagndsticos
histopatolégicos, grupos de pesquisa procuram encontrar novos € objetivos
métodos de andlise (FITZGERALD e TRIADAFILOPOULOS, 1998;
BRONCKART et al., 1999; JANKOWSKI et al., 1999).

A citometria pode ser de grande utilidade no afastamento do carater
subjetivo da interpretacdo de cortes histolégicos onde existe a dificuldade de se
obter uma classificagdo. A técnica permite real ajuda, por exemplo, quando

utilizam-se programas que quantificam em porcentagem &reas marcadas por
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técnicas imuno-histoquimicas.

A amostra pode ser analisada e medida repetidamente como também
observada a relagdo espacial dos componentes do tecido, os quais podem ser
analisados separadamente (COHEN et al., 1992; OBERHOLZER et al., 1996) .

A possibilidade de preservar o padrdo de arquitetura dos tecidos, € uma
das vantagens da citometria de imagem, particularmente importante na analise de
espécimes com pequenas areas de tecidos doentes ou com variados padrdes
histolégicos na mesma regido, como ocorrre nas lesdes pré-malignas ou nos
carcinomas in situ (SUSNIK et al., 1995)

A citometria de imagem permite rapidez no processo de leitura das
laminas e a realizagcdo de métodos estatisticos de alta performance.

O aprendizado para leitura das observacdes € necessdrio para se
conhecer os comandos do programa utilizado, e possibilitar a intepretacdo dos
resultados.

E preciso que se entenda a importincia dos processos de padronizacgao
da leitura, do controle de qualidade e da reprodutibilidade do padrdo das anélises
para obtencao de resultados fidedignos.

A andlise computadorizada baseada na imagem de lesdes pré-
malignas, ainda encontra-se em fase de investigagdo e € claramente necessirio
definir os métodos de avaliagdo utilizados para que se possa comparar
resultados. Estes passos foram realizados neste estudo, j4 que se tratava da
implantagdo do software Imunno no Instituto de Pesquisas Médicas do Hospital
Universitario Evangélico de Curitiba/Faculdade Evangélica de Medicina do
Parana. Seguiram-se todas as recomendacdes do Laboratério de Histologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Livre de Bruxelas, onde a autora fez
estagio sob orientacdo do Prof. Robert Kiss.

O desenvolvimento de protocolos para utilizagdo do software Imunno
permitird que se execute estudos com Gtima padronizagdo, o que s