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RESUMO - Racional - A carcinogénese gastrica é processo complexo e depende de fatores genéticos, ambientais e infecciosos. Nos tlltimos anos, houve
grandes avangos nos campos da genética e da biologia molecular, sobre o desenvolvimento dos tumores. Os marcadores tumorais sao substancias
ausentes nos tecidos normais e que podem ser identificadas em tecidos com cancer. Através de procedimentos imunoistoquimicos eles podem ser
estudados. Objetivos - Descrever a expressao citofotométrica do marcador tumoral Ki-67 analisando a densidade optica e o indice de marcagem
no adenocarcinoma de estomago. Descrever a expressdo citofotométrica do marcador tumoral Caspase-3 analisando a densidade optica e o indice
de marcagem no adenocarcinoma de estdbmago. Comparar o indice de marcagem e densidade optica dos marcadores tumorais Ki-67 e Caspase-3
no adenocarcinoma de estomago. Método - Foram selecionados, inicialmente, 58 blocos com espécime de adenocarcinoma géstrico coletados nos
Servigos de Anatomo-Patologia do Hospital do Gama — Brasilia (DF) e Hospital Dom Orione — Araguaina (TO), e analizados no Laboratdrio de
Citologia e Histopalogia Ltda — CITOLAB, Curitiba (PR). Foram aproveitados 31 blocos para o estudo histologico e imunoistoquimico realizado
pelo sistema de analise computarizado SAMBA 4000. Resultados - Das 31 laminas estudas, 15 (48%) foram marcadas pelo marcador Ki-67,
22 (71%) foram marcadas pelo marcador Caspase-3 e 14 (45%) marcaram com os dois marcadores. Conclusées - A expressado citofométrica do
marcador Ki-67 foi observada em 15 laminas da amostra estudada e apresentaram média do indice de marcagem de 36,85%, enquanto a densidade
optica apresentou média de 29,33 pixels. A expressao citofotométrica do marcador Caspase-3 foi observada em 22 laminas da amostra estudada e
apresentaram média do indice de marcagem de 87,71% e 60,74 pixels de média para a densidade optica. Na comparacdo do indice de marcagem
dos marcadores Ki-67 e Caspase-3 com a leitura de 14 laminas, observamos que existe diferenca significativa (P<0,001) em favor do marcador

Caspase-3, 0 mesmo aconteceu para a densidade optica também com diferenca significativa (£<0,001).
DESCRITORES - Adenocarcinoma. Estdomago. Neoplasias géstricas. Caspase-3. Imunoistoquimica.

INTRODUCAO

O cancer gastrico ¢ doenga altamente prevalente
ocupando o terceiro lugar entre os tumores malignos
mais freqiientes do mundo e por isso transformou-se em
importante problema de satde ptiblica mundial''. Estima-
se aproximadamente 870 mil novos casos por ano'’. Em
algumas regides, como oriente, leste europeu e paises da
América do Sul, o cancer gastrico ¢ a primeira causa de
morte®. No Brasil ele esta entre os cinco tumores malignos
de maior taxa de mortalidade e para 2006 foram estimados
23.290, com a proporcionalidade de 16 novos casos a cada
100 mil homens e 9 para cada 100 mil mulheres?.

O tipo histologico mais freqiiente € o adenocarcinoma,
que corresponde a 95% de todos os tumores. A classifica¢@o
histologica foi proposta por Lauren, em 1965, e relaciona
o0 padrdo de crescimento do tumor ao aspecto histologico
em tipo intestinal, difuso e ndo-classificavel. Adenocar-
cinomas com padrdo intestinal, sdo tumores com grau de
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metaplasia intestinal alto e crescimento tipo expansivo;
os com padriao difuso apresentam grau de metaplasia
intestinal baixo e crescimento tipo infiltrativo; os ndo-
classificaveis sdo os que ndo possuem as caracteristicas
anteriormente citadas.

A carcinogénese gastrica € processo complexo e lento,
e assim como em outros tumores malignos, depende de
fatores genéticos e a exposi¢ao a fatores ambientais e até
mesmo infecciosos como no caso do H. Pylori®.

Nos ultimos anos, houve grandes avangos nos campos
da genética e da biologia molecular, sobre o desenvolvim-
ento dos tumores. Como exemplos, tém-se os marcadores
tumorais que sdo substancias ausentes nos tecidos normais
e que podem ser identificadas em tecidos com cancer, assim
como apresentam modificagdes conforme a evolugao tu-
moral. Através de procedimentos imunoistoquimicos, eles
podem ser estudados e fornecem importantes resultados®.
Através do estudo imunoistoquimico pode ser formulada
a identidade clinico-patologica dos tumores malignos
centrada na morfologia. No entanto, os estudos ainda ndo
esclarecem de forma definitiva a histogénese dos tumores
malignos do estbmago’.

Para a realiza¢do deste trabalho foram escolhidos
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dois marcadores tumorais, o Ki-67 - que ¢ a expressao
de uma proteina humana estreitamente associada com a
proliferagdo celular e a Caspase-3 - chave executora da
apoptose, a autodestruigdo celular programada - que requer
energia e sintese protéica. O fato de estar presente durante
todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 ¢ mitose)
e ndo estar nas células em repouso (GO), faz do Ki-67
um excelente marcador tumoral para determinar a fragao
estimulante do crescimento de uma conhecida populagéo
celular’®. A Caspase-3 ¢é responsavel tanto parcial como
totalmente pela clivagem proteolitica de muitas proteinas,
tais como as enzimas nucleares ADP-ribose e polimerase,
que sdo clivadas em diferentes sistemas durante o processo
de apoptose*.

Os objetivos deste estudo foram quantificar no adeno-
carcinoma de estomago: a) a expressdo citofotométrica do
marcador tumoral Ki-67 analisando a densidade optica e
o indice de marcagem ; b) a expressdo citofotométrica do
marcador tumoral Caspase-3 analisando a densidade optica
e o indice de marcagem; c) comparara¢dao do indice de
marcagem e densidade Optica nos dois marcadores.

METODOS

Este estudo retrospectivo foi feito analisando inicialmente
58 blocos de parafina contendo espécies de tumores malig-
nos de estdmago de pacientes operados em varios hospitais
do Estado de Tocantins e Distrito Federal. Os blocos eram
provenientes do arquivo do Servigo de Anatomia Patologica
do Hospital Dom Orione em Araguaina,TO e do Servigo
de Anatomia Patolégica do Hospital Regional do Gama
em Brasilia, DF. Ap6s a separac@o dos blocos estes foram
encaminhados ao Laboratorio CITOLAB em Curitiba onde
foram submetidos a sele¢@o dos melhores blocos para estudo
imunoistoquimico, confirmag¢ao diagnostica e confecgao das
laminas para o estudo imunoistoquimico dos marcadores tu-
morais Ki-67 e Caspase-3. No final desta avalia¢ao restaram
31 blocos que formam a amostra deste estudo.

Os blocos de parafina foram resfriados e cortados em
cortes histologicos. Para cada bloco foram confeccionadas
trés laminas: uma corada pela técnica de hematoxilina-eo-
sina e uma para cada marcador tumoral. As fitas de parafina
obtidas pela microtomia foram colocadas em banho-maria
e os cortes depositados nas laminas e levadas para estufa a
60°C, produzindo melhor adesdo dos tecidos.

A lamina corada pela técnica de hematoxilina-eosina seguiu
0s passos ja conhecidos ¢ as utilizadas para a analise imunois-
toquimica, o padrdo para esta técnica (Figuras 1 e 2).

Terminada a confecc@o das ldminas, foi realizada a analise
quantitativa da imunoistoquimica, utilizando o software IM-
MUNO®, sendo possivel a leitura de 15 1aminas com marcador
Ki-67 e de 22 com a Caspase-3. Foi estudado o indice de mar-
cagem ¢ a densidade Optica para ambos os marcadores.

A analise estatistica foi realizada com o teste de Shapiro-
Wilks, para testar a normalidade das variaveis quantitativas.
A comparagao dos marcadores foi feita usando-se o teste ¢ de
Student para amostras pareadas. Valores de P< 0,05 indicaram
significancia estatistica.

FIGURA 1 — Lamina de adenocarcinoma do estdmago marcada
pela Caspase-3.

FIGURA 2 - Lamina de adenocarcinoma de estomago marcada
pelo Ki-67.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o resultado das leituras das 15 laminas
para o marcador Ki-67 que apresentou média do indice de
marcagem de 36,85%, enquanto que a densidade optica média
foi de 29,33 pixels entre as mesmas laminas.

TABELA 1 - indice de marcagem e densidade optica do mar-

cador Ki-67

Variavel n  Média Mediana Minimo Maximo Desv-l'o
padrio

Indice de

marcagem 15 36,85 31,92 5,43 77,22 21,17

Ki-67

Densidade 5 933 5681 12,12 5724 10,74

optica Ki-67

O namero de laminas lidas para o marcador Caspase-3
foram de 22 e apresentaram média do indice de marcagem
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de 87,71% e 60,74 pixels de média para a densidade optica
(Tabela 2).

TABELA 2 - indice de marcagem e densidade optica do marcador

Caspase-3
Varivel n  Média Mediana Minimo Méximo DCSVi0
padrao
Indice de
marcagem 22 87,71 88,10 62,07 98,41 7,89
Caspase-3

Densidade optica

22 60,74 61,09 45,11 76,14 7,46
Caspase-3

Quando se compara o indice de marcagem entre os
marcadores Ki-67 e Caspase-3, cuja leitura foi coincidente
em 14 laminas, observa-se que existe diferenga significativa
(P <0,001) em favor da Caspase-3 (Tabela 3).

TABELA 3 - Comparacdo dos valores do indice de marcagem
do Ki-67 e Caspase-3

Variavel n Média Mediana Minimo Maximo Desvio
padrio

Indice de

marcagem 14 88,42 88,66 76,98 98,41

Caspase-3

Indice de 14 3891 32,56 543 77.22

marcagem Ki-67

Indice de

marcagem do 14 49,51 55,09 8,25 84,47  P<0,001

Ki-67/Caspase-3

Quando se compara a densidade Optica entre os marca-
dores Ki-67 e Caspase-3, cuja leitura foi coincidente em 14
laminas, observa-se que existe diferenga significativa (P <
0,001) em favor da Caspase-3 (Tabela 4).

TABELA 4 - Comparagdo dos valores da densidade optica do
Ki-67 e Caspase-3

Desvio

Variavel n Média Mediana Minimo Maiximo =
padrio

Densidade

optica do 14 61,30 61,32 76,14 8,36
Caspase-3

Densidade

optica do 14 28,27 26,56 57,24 10,31
marcagem Ki-67

Densidade

optica do 14 33,01 45,11 64,02 12,61
Ki-67/Caspase-3

P<0,001

DISCUSSAO

Na carcinogénese do cancer de estomago, um dos
fatores preponderantes ¢ a desregulacdo do ciclo celular
e o desarranjo no balango apoptoético. A diferenca entre
os tipos de cancer reside ndo apenas no nivel tecidual,
mas também no molecular. Os tumores sdo objeto de
investigacao da biologia molecular e celular nos ultimos
anos. Os objetivos dos estudos sdo detectar o cancer
em sua etapa inicial e avaliar prognosticos e condutas
terapéuticas. A aplicagdo de técnicas de imunoistoquimica
na rotina diagnostica ja ¢ uma realidade no Brasil, o que
justifica a realizacdo deste estudo.

A literatura sobre esses marcadores é escassa, € a

maioria deles com cancer de estbmago mencionados
neste trabalho sdo de origem asiatica. Provavelmente as
substancias envolvidas na tumorigénese gastrica sejam
diferentes nos varios continentes. Faz-se necessario mais
estudos sobre o assunto em nosso pais.

Alberts et al." afirmaram que a renovagdo constante
do epitélio gastrintestinal envolve proliferagdo, diferen-
ciagdo e apoptose, morte celular programada, regulados
pelos proto-oncogenes e genes supressores tumorais,
provocando aumento da proliferagdo celular e alterando
a apoptose. Neste trabalho, analisou-se a expressao ci-
tofotométrica do Ki-67 e Caspase-3, visualizando a cor-
relagdo entre proliferagdo celular e apoptose por meio da
expressdo da densidade Optica e indice de marcagem.

Sidranssky® relatou que as altera¢des que ocorrem
exclusivamente ou mais comumente nas células neo-
pléasicas podem ser detectadas através dos marcadores
tumorais, que podem ser uteis para determinar o cancer
em estadios precoces, para acessar tumores in situ,
monitorar a progressdo e, ainda, determinar respostas
aos tratamentos. Neste estudo pesquisaram-se dois
marcadores de diferentes vias de atuacdo e expressdo
e percebeu-se que eles devem ser utilizados de forma
conjunta para que as diferentes vias de ativacdo possam
ser acessadas e novos alvos descobertos.

O anticorpo monoclonal Ki-67 que foi descoberto
por Gerdes em 1983, identifica um antigeno nuclear
expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em
GO e inicio de G1. A expressdo desse anticorpo vem
sendo investigada como marcador em diferentes tipos
de tumores solidos. Essa abordagem, no entanto, ¢ muito
controversa, principalmente nos tumores gastricos'?.
Alguns autores®>!'3212225 afirmaram que o antigeno Ki-67
ndo se apresenta como fator relevante no progndstico do
cancer gastrico. Mas outros autores relatam correlagdo
entre metastases a distdncia e o comprometimento de
linfonodos com a atividade proliferativa marcada pelo
Ki-67%%, No presente estudo, o marcador Ki-67 mostrou
expressao média baixa (36,85%). Quanto ao indice
de marcagem e densidade optica, atingiu a média de
29,33%. O Ki-67 apresentou expressdo média baixa
(36,85%). Quanto ao indice de marcagem e densidade
optica, atingiu a média de 29,33%.

Este estudo mostra relacdo com o expressado por
Kania et al.'’, quando analisou a expressdo da proteina
MRNA, ativadora da Caspase-3, que expressava aumento
no indice de marcagdo no cancer gastrico. Aqui esse
fato se repetiu em nivel de 88,42%, tendo significancia
estatistica, como os estudos de outros autores'®!6.

A significancia estatistica no indice de marcagem e
densidade optica da Caspase-3 que foi encontrada neste
trabalho, faz pensar na possibilidade de inibigdo ou in-
dugdo farmacologica da apoptose, que foi estudada por
Itaya et al.’, que podera abrir grandes perspectivas no
tratamento do adenocarcinoma de estdmago.

Quando se avalia os dois marcadores no adenocar-
cinoma de estomago, observa-se que eles apresentam
diferencas de expressdo, confirmando afirmagdo de
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outro autor®. Comprovou-se neste estudo, que o Ki-
67 tem expresdo mais restrita durante o processo de
desenvolvimento do ciclo celular, no qual a média do
indice de marcagen do Ki-67 foi menor do que a média
da Caspase-3.

A associagdo entre Ki-67 e Caspase-3 mostra que,
apesar do Ki-67 ndo ter indice de marcagem alto, os
tumores do estdmago continuam proliferando e reafir-
mando a hipoteses de que realmente existe via alternativa
de proliferacdo desses tumores®.

Outros estudos serdo desenvolvidos para confirmar
as observagdes deste trabalho. O aumento do nimero de
analises pela citometria de imagen e o sistema SAMBA,
com diferentes marcadores tumorais, pode levar a iden-

tificagdo de marcadores de maior expressdo e acuracia
na sinalizacdo dos adenocarcinomas gastricos.

CONCLUSOES

a) A expressdo citofométrica do marcador Ki-67 no
indice de marcagem foi de 36,85%, enquanto a densidade
optica na média foi de 29,33 pixels; b) a expressao citofoto-
meétrica do marcador Caspase-3 do indice de marcagem foi
de 87,71% e 60,74 pixels de média para a densidade dptica;
¢) na comparagdo do indice de marcagem e densidade op-
tica dos dois marcadores, mostra-se que existe diferencga
significativa a favor do marcador Caspase-3.

Cuellar PMG, Lima EJB, Cuenca RM, Tajra JBM, Zeve JLM, Gomes MJ, Passos FS, Cavalcanti TCS. Cytophotometric study of the expression of

tumoral markers Caspase-3 and Ki-67 in gastric adenocarcinoma. ABCD Arq Bras Cir Dig 2007; 20(2):111-5.

ABSTRACT — Background - Gastric tumorigenesis is a complex mechanism where genetic, enviromental and infeccious interferences may occur. In the

last few years, advances in molecular biology brought a new way in the research of the malignancies using tumoral markers and imunohistochem-
istry. Aim — To describe the cytophotometric expression of tumoral markers Ki-67 and caspase-3, analyzing optical density and labeling index as
parameters in gastric adenocarcinoma. To compare the labeling index and optical density of Ki-67 and Caspase-3 in gastric adenocarcinoma. Methods
— Fifty eight paraffin blocks containing gastric adenocarcinomas specimens were collected in the Servigos de Anatomo-Patologia do Hospital do
Gama — Brasilia (DF) and Hospital Dom Orione — Araguaina (TO), being analyzed at CITOLAB — Cytology and Hystopathology Laboratory Ltda,
in Curitiba (PR). A total of 31 of the blocks were used for hystological studies. Immunohistochemistry was performed utilizing the SAMBA 4000
computerized analysis system. Results - Of the 31 slides studies, 15 (48%) were marked by Ki-67, 22 (71%) were marked by Caspase-3 and 14
(45%) were marked by both of the tumoral markers. Conclusions — Cytophotometric expression of Ki-67 was observed in 15 of the slides studied,
presenting an average labeling index of 36,85%, where as the optical density showed an average of 29,33 pixels. Cytophotometric expression of
Caspase-3 was observed in a total of 22 slides, presenting an average labeling index of 87,71% and optical density of 60,74 pixels. When compar-
ing the labeling indexes of both of the tumoral markers Ki-67 and Caspase-3 concerning the 14 slides analyzed, a significant difference (P<0,001)
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