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Resumo

Os mecanismos reguladores do ciclo celular e sua inter-relagdo com fatores de crescimento,
oncogenes e anti-oncogenes tém se constituido nas dreas de maior avango no estudo da
biologia do cancer. Continuamente estdo sendo descobertas novas proteinas envolvidas no
complexo mecanismo que desencadeia as diferentes fases do ciclo celular, como também os
seus mecanismos de ativagdo. A descoberta dessas proteinas e co-fatores que regulam as
transi¢cbes G1/S e G2/M e que atuam na replicagdo do material bem como o papel dos proto-
oncogenes dentro do ciclo celular permitiu aumentar o conhecimento sobre as células ciclizan-
tes como também, permitiu que estas pudessem ser detectadas mesmo sem a visualizagdo de
figuras mitéticas. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra estas proteinas tornou
vidvel o estudo, em larga escala, de taxas de proliferagdo celular em diferentes neoplasias,
uma vez que substancias como Ki67, polimerase alfa e PCNA — Ciclina somente sdo expres-
sas em células em proliferagdo. A detecgdo de células proliferativas permite, através de sua
contagem, estimar as taxas do crescimento neoplasico com conseqiiente repercusséo no prog-
ndstico da doenga e na terapéutica do paciente. Neste artigo sdo revistos os mecanismos de
controle do ciclo celular bem como os métodos de detecgdo de células proliferativas, enfati-
zando a aplicagdo de marcadores pela sua praticidade e confiabilidade.
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Introducao

Proliferagao é definida como aumento do ntimero
de células resultantes da complementagao do ciclo
celular. Fatores extracelulares determinam se uma
celula crescente comegara a proliferar e se também
uma célula proliferativa normal em G1, ira continuar
no ciclo ou reverter para a quiescéncia.

No cancer, o controle de proliferagdo é desregula-
do. Estudos de células neoplasicas e normais, bem
como o uso de modelos de sistemas indo desde le-
veduras as células de mamiferos tém sido usado para
identificar os eventos regulatérios significantes. A dis-
tingao entre células quiescentes e células que estao
ciclizando é de grande relevancia, ja que a taxa de
aumento da populacao é primariamente dependente
da fragdo de células que estao no ciclo, sendo que
os eventos dentro do ciclo que se seguem ao G1 tar-
dio (S, G2 e M), ou seja, posterior as respostas aos
sinais externos, processam-se independentes destes
(13, 35). Por outro lado, a cada dia, o nimero de proto-
oncogenes cresce, e suas fungbes comegam a ser
elucidadas, sendo muitos deles envolvidos direta ou
indiretamente com o controle de ciclo celular.

Dessa maneira, o bom entendimento das etapas
do ciclo celular e dos mecanismos reguladores apre-
senta grande interesse médico-diagndstico, particu-
larmente nas doengas neoplasicas, onde ha, na mai-
oria delas, grande aumento de células ciclizantes,
independentemente das causas primarias da doen-
¢a. Em vista disso, este artigo revisa o ciclo celular,
levando em consideragéo alguns aspectos molecula-
res envolvidos e alguns dos marcadores utilizados
para a detecgao de células proliferantes.

Historico

No inicio desse século o ciclo celular j4 era esta-
belecido em duas fases principais: a interfase e a
mitose. Atualmente, estabelecendo-se um principio
de organizagao, o ciclo celular é freqiientemente con-
siderado como sendo composto de 4 fases: o perio-
do antes da sintese de DNA (G1), a fase de sintese
de DNA (S), o periodo depois da replicagdo do DNA
(G,) e a fase mitética, que culmina com a divisao ce-
lular (Figura 1).

Embora os eventos basicos do ciclo celular ja fos-
sem identificados, poucos eram conhecidos, até re-
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centemente, a respeito dos mecanismos molecula-
res que regulavam esse ciclo. Com os conhecimen-
tos moleculares, fica claro que as formulag6es sobre
a divisdo ou fases do ciclo celular devem ser vistas
mais cuidadosamente, pois ele é bem mais comple-
xo. Dentro dele é montado um grande nimero de ma-
cromoléculas, ativadas ou movidas em seqiiéncias
altamente organizadas, envolvendo mais que um es-
tagio do ciclo celular, e reguladas por vias bioquimi-
cas evolutivamente bem conservadas, que atuam
como reldégios quimicos.

INTERFASE

CICLINAS
G

Figura 1 - Modelo esquematico do ciclo celular indi-
cando, ao centro, as proteinas envolvidas nos dois
principais passos regulatérios: o da entrada na mito-
se e o “start” (**), onde a célula “decide” replicar o
DNA. Os anéis ao redor indicam as fases nas quais
os marcadores de células em proliferagcado mais utili-
zados estao presentes. A regiao do anel com marca-
¢ao diferente indica o pico da detecgao desses mar-
cadores.

Regulacéao do Ciclo Celular

O ciclo celular é seletivamente regulado. Os even-
tos sdo ordenados em passos dependentes, nos quais
a iniciagao do evento posterior é também dependen-
te da complementacao dos eventos anteriores. Os
mecanismos controladores obrigando a dependéncia,
no ciclo celular, foram chamados por Hartwell &
Weinert [17] do “check points”.

Nessa linha de pensamento de um sistema linear,
onde a complementagao de um evento seria requeri-
da para engatilhar o préximo evento (linha genética-
dominé), Hartwell [16], em experiéncias com
Sacccharomyces cerevisae, identificou formas mutan-
tes que paravam em um ponto de ciclo celular. Cada
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mutagao refletia uma alteragao em um gene, cujo
produto era critico para passar do ponto de parada.
Esses genes cruciais sdo conhecidos agora coletiva-
mente como “cell-division-cicle”(cdc).

Regulagdo da entrada na fase mitética

Um dos passos regulatérios mais bem estudados
é o que ocorre do periodo G2 tardio. Os estudos se
iniciaram com a descoberta, independentemente, por
Massui & Market [27] e Smith & Ecker [40], de uma
atividade citoplasmatica denominada MPF (fator pro-
motor de maturagao ou mitose), capaz de controlar a
entrada da célula na mitose e na meiose. Nas células
em interfase, a atividade do MPF desaparece [3],
sendo necessaria uma outra proteina sintetizada du-
rante a interfase, para a ativagao desse fator, duran-
te a mitose.

Paul Nurse e cols. [34], em estudos similares ao
de Hartwell [16], trabalhando com Schizosaccharo-
myces pombe, o qual tem ciclo celular muito relacio-
nado com o de mamiferos, identificaram um gene, o
cdc2, no qual certas mutagdes resultaram na produ-
¢ao de uma proteina inativa que prevenia a entrada
da célula na mitose. Essa proteina, denominada
p34°2 (Figura 1), é uma proteina serina-treonina qui-
nase altamente conservada [35] e tida agora como
essencial para a mitose de todos os eucariotos [34].
As quinases s&o enzimas que transferem grupos fos-
fatos do ATP para as proteinas. Sabe-se, atualmen-
te, que a adigao e a remogao de fosfatos constituem
o principal meio de regulagédo da atividade de protei-
nas celulares [18, 34]. Varios grupos usando diferen-
tes métodos demonstram que a proteina p34°¥2é um
componente do MPF [8, 10, 11]. No entanto, em to-
dos os tipos de estudos a concentragdo de p34°
manteve-se constante através do ciclo celular. Desta
forma, um outro componente do MPF é quem deve-
ria ser o responsavel pela ativagdo do p34°*#, que,
conseqlientemente, regularia o MPF.

No inicio dos anos 80, Tim Hunt e cols. apud
Murray & Kirschner [32], em experiéncias com ovos
de ourigo-do-mar, identificaram um produto protéico,
que, ao contrario dos demais, desaparecia abrupta-
mente em cada mitose, sendo acumulado novamen-
te na interfase. Este produto foi denominado de
ciclina. Hoje é sabido que a ciclina & o segundo com-
ponente do MPF, participando na ativagéo do p34**
e, portanto, do MPF. A observagao feita por Murray &
Kirschner [32], de que a ciclina se acumula na inter-
fase e é abruptamente destruida no final da mitose,
levou-os a propor que a célula ndo pode ser capaz
de completar a mitose até que a ciclina seja consu-
mida. Quando os autores induziram extratos de ovos
de ra a fazerem uma ciclina, a qual induzia a mitose
mas nao poderia ser degradada, os extratos perde-
ram o poder de completar a diviséo celular e perma-
neceram em mitose.

Outras proteinas envolvidas no controle dessas
modificagoes tém sido genética e bioquimicamente
identificadas. Uma delas, determinada pela expres-
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séo do gene cdc25, uma fosfoproteina (p80°*%) acu-
mulada na interfase, com pico na metafase, em Schi-
zosaccharomyces pombe, induz a mitose pela ativa-
¢ao da proteina quinase p34=< [29]. E importante
ressaltar que, embora a quinase cdc2 seja a regula-
dora central do ciclo celular em células eucariéticas
e que as moléculas que a modificam sejam aparente-
mente as mesmas em todas as células, os detalhes
de como a quinase é regulada variam de organismo
para organismo e de célula para célula em um mes-
mo organismo. Em alguns casos a cdc25 pode con-
trolar a ativagdo do complexo ciclina-cdc2; em ou-
tros, a ciclina pode controlar a ativagéo.

— Modelo para o controle de mitose

Com base nos dados acima descritos, Murray &
Kirschner [32] propuseram um modelo para o contro-
le da mitose, em ovos de ra: o actimulo da ciclina na
interfase, apesar de produzida continuamente no ci-
clo celular, faz com que este se combine, nesta fase,
com molécula cdc2, cujo nivel é mantido constante
todo o ciclo, formando o chamado pré-MPF, cuja for-
ma ainda néo é ativa, ou seja, ela nio pode transferir
grupos fosfatos para proteinas e nao pode induzir a
mitose. O pré-MPF é convertido em ativo por enzi-
mas como a cdc25. Uma vez ativado, o MPF, direta
ou indiretamente, inicia os eventos da mitose.

A perda da atividade da quinase cdc2 no final da
mitose depende da destruigao da ciclina [9]. Quando
a atividade do complexo cdc2-ciclina excede certos
niveis, ela engatilha uma série de reagées que levam
a protedlise da prépria ciclina. A mitose termina quan-
do o nivel da ciclina declina cercas de trés vezes [12].
Logo apés, fosfatases revertem a fosforilagdo dos
substratos protéicos, resultando no restabelecimen-
to das estruturas da interfase.

Regulagao da entrada na fase S

Dentro de um complexo modelo do controle do
ciclo celular, agora ja se sabe que em células soma-
ticas a decisao de replicar o DNA é altamente regula-
da[17, 31].

Analise de mutantes tem revelado como as célu-
las mantém um tamanho médio constante através de
muitas divisGes celulares. Essa regulagdo do tama-
nho requer que os continuos eventos do ciclo celular,
referidos como “crescimento celular’, sejam coorde-
nados passo a passo com os eventos do ciclo. Esses
processos sao coordenados em um ponto chave, no
inicio do ciclo celular, dentro da interfase, no periodo
G1, identificado primeiramente por Hartwell [17] e
denominado “start” (Figura 1).

A regulagéo através do start & muito mais contro-
lada que a passagem para entrar em mitose. Nova-
mente o processo depende da ativagdo da proteina
quinase codificada pelo gene cdc2, em S. pombe, ou
pelo gene CDC28 (p34°°°?), um homélogo funcional
do cdc2, nas leveduras. A especificidade desta qui-
nase é devido as modificagdes de sua atividade pela

fosforilagéo ou defosforilagdo de sitios especificos e
dependentes de actimulo de ciclina. Entretanto, a
ciclina envolvida no start ndo é a mesma envolvida
na mitose. Existem classes diferentes de ciclina que
regulam a entrada das células em mitose e a
replicagdo do DNA. As ciclinas mitéticas tém sido di-
vididas em duas classes: as ciclinas tipo A e tipo B,
com base na homologia da seqiiéncia dos 200 ami-
noacidos mais bem conservados (cyclin box) dos
cDNAs clonados de uma variedade de organismos
[9, 19, 36]. Recentemente foram descritas as cicli-
nas CLNsd ou ciclinas G1 em levedura e trés genes
redundantes foram identificados: CLN1, CLN2, CLNS3,
0s quais estéo envolvidos na ativagdo CDC28 e, por-
tanto, na passagem pelo start [8, 33].

Motokomura e cols [30] observaram que um gene,
o PRD1, o qual é superexpressado em uma forma
rara de tumor benigno da paratireéide, é semelhante
ao gene da ciclina. Os niveis do mRNA do PRD1 va-
riam através do ciclo celular, tendo picos em G2 ou
G1, e sua proteina tem similaridades significativas
com todos os trés tipos de ciclina, sendo esse gene
forte candidato a ser gene de uma ciclina humana.

O movimento através do start é também controla-
do indiretamente por nutrientes, horménios e fatores
de crescimento, que atuam anteriormente, ou seja,
no G1 precoce. Os estagios do ciclo celular que se
seguem ao G1 tardio (S, G, e M) processam-se inde-
pendente de fatores externos. Os fatores de cresci-
mento polipeptideos estimulam a célula a proliferar,
ligando-se a receptores especificos localizados na
membrana das células. Essas proteinas receptoras
sa@o dessa forma ativadas a transmitir um sinal de
transdugao [18, 35]. Um dominio intracelular do re-
ceptor, com atividade quinase, podera ser ativado a
modificar segundos mensageiros, os quais, entio,
transmitem o sinal através do citoplasma até o nu-
cleo. Varias moléculas podem funcionar como segun-
dos-mensageiros, tais como proteinas fosforiladas,
pequenos fons, incluindo calcio e hidrogénio e pe-
quenas moléculas como o AMP ciclico e o inosital
fosfato [13]. Segundos-mensageiros podem ativar a
expressao de genes especificos, mais precisamente
através de proteinas que se ligam as seqéncias gé-
nicas regulatérias por exemplo: células quiescentes
estimuladas a proliferar comegam, dentro de minu-
tos, a expressar os proto-oncogenes c-fos e c-jun.
Juntas estas proteinas formam um complexo de ati-
vagao transcricional ligando-se a seq@iéncias especi-
ficas de DNA. Similarmente, depois de uma hora de
estimulagdo, ocorre a sintese do produto do c-myc,
um fator transcricional. Acredita-se que estes genes
de respostas inicial controlam a expresséo de outros
produtos génicos requeridos para o primeiro passo,
para a saida da quiescéncia e entrada na fase S. A
esses primeiros eventos caracterizando sub-fases que
permitam a passagem de células da fase Go para
G1-S, sao referidas como “estados de competéncia”,
0s quais s&o necessarios para repor mRNAs e prote-
inas especificas perdidas durante a quiescéncia, os
quais desencadeiam processos que incluem a sinte-
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se de algumas proteinas num segundo ponto (G1 tar-
dio), necessarios para a progressao do ciclo celular
[13].

Fase S

Apds sua passagem pelo start, a célula entra no
periodo denominado “fase S”. Durante este periodo
do ciclo celular todo o contetido do DNA no ndcleo
precisa ser, completa e precisamente, replicado em
um periodo de poucas horas. Isto é conseguido pela
iniciagdo da replicagao bidirecional de mdltiplos siti-
os ao longo de cada cromossomo. Uma simples for-
quilha de replicagao trabalha na taxa de 3 kb por mi-
nuto, o que requereria cerca de um més para replicar
um cromossomo médio humano contendo 40 mm de
DNAZ., Desta forma, o padrdao de iniciagdo de um
Gnico cromossomo precisa ser regulado espacial e
temporariamente para assegurar completa e precisa
replicagdo dentro da fase S. Deve-se tambéem levar
em conta que a replicagdo cromossémica envolve
mais do que a replicagao do DNA. Toda e complexa
arquitetura do cromossomo também deve ser dupli-
cada.

Proteinas envolvidas na replicagdo

Um pré-requisito para se entender como a
replicagao celular é controlada nos eucariotos é a
identificacao de proteinas que estao diretamente en-
volvidas na replicagdo do DNA, particularmente na
sua regulagao (Figura 1).

1) Polimerases

Em contraste com as polimerases bacterianas,
também atividade exonucleotidica, a maioria das po-
limerases das células eucaridticas possuem somen-
te a atividade DNA sintetizadora [25]. A polimerase-
alfa era aceita como principal polimerase envolvida
na replicacao do DNA. Uma obje¢ao ao fato da poli-
merase-alfa ser considerada como enzima replicado-
ra, a Gnica seria a falta, nesta enzima, da atividade
exonuclease 3’-5', remove os paramentos nucleotidi-
cos errados diretamente apo6s terem sido adiciona-
dos. Em 1976, Byrnes e col. [7] isolaram uma nova
DNA polimerase eucaridtica, a qual chamaram de
delta. Eles distinguiram a polimerase-alfa da delta por
alguns critérios, dentre eles: a atividade exonuclease
3'-5' e as massas moleculares relativamente diferen-
tes [24].

Experimentos para avaliar a contribuigao relativa
das DNA polimerase-alfa e delta na replicagao cro-
mossdmica mostraram que a atividade polimerase
coordenada, aumentando na fase S [2, 3]. Contudo,
a DNA polimerase-delta parece ter uma maior contri-
buigao no total da replicagao. A DNA polimerase-alfa
associada a co-fatores é a responsavel pela sintese
da fita descontinua, e a DNA polimerase-delta ¢ a
responsavel pela sintese da fita continua (de DNA).
A polimerase-alfa tem sido atribuida uma fungao po-
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tencial, no estagio de iniciagao, com atividade DNA-
primase [2].

2) Co-fatores

Dentre os co-fatores que participam diretamente
da replicagdo do DNA destaca-se uma proteina nu-
clear, presente somente em células proliferativas, a
qual é descrita, independentemente, por Miyachi et
al. [28] e Bravo & Celis [5]. Essa proteina, denomina-
da como antigeno nuclear de células proliferativas
(PCNA), foi também designada como ciclina em vir-
tude de seu aparecimento ciclico. Entretanto, a luz
dos estudos atuais, vale lembrar que essa proteina
nao esta bioquimicamente relacionada com as cicli-
nas discutidas anteriormente. A PCNA possui uma
massa molecular relativa de 36.000 (36 kb), com alta
homologia dos genes para a PCNA/ciclina nos reinos
vegetal e animal [42]. Recentemente foi identificada
como co-fator da polimerase-delta, necessario a sin-
tese de DNA e, portanto, a progressao do ciclo celu-
lar [4, 21, 23, 38, 43], sendo que para sua fungao
esta proteina requer ATP. A adigdo de um oligonucle-
otideo anticomplementar ao mRNA da PCNA/ciclina
resulta na completa cessagao da sintese de DNA [21].

A subseqiiente identificagao de um fator replica-
dor RF-C (ou provavelmente fator ativador-A1) con-
tribuiu para a sugestao de que ambas as polimera-
ses (alfa e delta) funcionam cooperativamente durante
a replicagao. A RF-C é uma proteina de ligagao inici-
al ATP-ase DNA dependente que altera a atividade
da DNA polimerase alfa e delta. A atividade ATP-ase
do RF-C é estimulada pelo PCNA. A auséncia de
PCNA ou RF-C nas reagOes de replicacao, resulta
no acumulo de seqiiéncias de fitas nascentes de DNA
que hibridizam com o molde descontinuo [42, 43, 44].

Outro fator requerido para a replicagao € o RF-A,
uma proteina de multisubunidades, também referida
como SSB humana. SSB (single-stranded-DNA-
binding protein) sdo proteinas que se ligam as fitas
simples de DNA, desenrolando-as e mantendo-as
separadas, possibilitando, dessa forma, as copias das
fitas moldes pelas polimerases [41]. O fator RF-A
estimula ambas as polimerases alfa e delta, sendo
que a estimulagao da polimerase-alfa, parece ser
especifico. O fator RF-A é tambem requerido para a
iniciagao da replicagao do DNA [21, 26]. :

Outras proteinas sdo também requeridas para a
replicagao, como as topoisomerases | e I, que rela-
xam o super enrolamento das fitas de DNA de ambos
os lados da forquilha de replicagéo e a DNA helicase,
uma proteina ATP dependente que promove a sepa-
ragao das duplas fitas de hélice do DNA [39].

3) Importancia da p34°

As proteinas envolvidas na replicagdo do SV40
respondem diretamente ou indiretamente a fosforila-
cao pela p342, sendo a principal o Ag-T. A fosfori-
lagdo do residuo treonina 124 do Ag-T é essencial
para sua habilidade de se ligar a origem e iniciar a
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sintese de DNA. Contrariamente, a fosforilagdo ao
redor dos residuos da serina 120 ou 123, inibe a ca-
pacidade do Ag-T desenrolar a origem. Uma fosfata-
se, denominada PP2Ac, é capaz de remover esses
fosfatos inibitérios, mas essa atividade é somente
observada nas fases G1 e S. As proteinas eucarioti-
cas SSB (RF-A) também parecem ser reguladas pela
fosforilacdo com especificidade para o ciclo celular.
Essa fosforilagao “in vivo” ocorre somente durante
as fases S e G2, tornando-as mais efetivas que as
formas nao fosforiladas e é “in vitro” um substrato
para a quinase p34¢#2 [18].

Como o SV40 nao pode replicar seu DNA até que
a célula infectada entre na fase S, uma de suas fun-
¢Oes é induzir que as células infectadas entrem nes-
ta fase. Isto é conseguido através da ligagao e modi-
ficagcao da atividade de duas proteinas que normal-
mente previnem a célula a ciclizar: os tumores su-
pressores RB e p53. Ambas proteinas sao fosforila-
das durante as fases S e G2 “in vivo”, mas néao na
fase G1, e s&o “in vitro” substrato para p34°®2 Com-
plexos entre p43 e p34°¥2, associado a ciclina. E pos-
sivel também, que a forma nao fosforilada do RB
possa interagir com o p34°2 ou com a ciclina [18].
Dessa maneira, o p34°2 pode estimular a entrada na
fase S ndo somente pela fosforilagao direta de prote-
inas essenciais para a iniciagao da replicagao como
as SSB eucaridticas, mas também pela fosforilagao,
com conseqliente inativagao de inibidores da
replicagdo como sdo, possivelmente, p53 e RB.

Marcadores de células em proliferacao

Inicialmente, a taxa de proliferagao celular era
avaliada pela observagao das figuras de mitose, que
como vimos, representa apenas uma das fases do
complexo ciclo celular. Outros métodos foram poste-
riormente desenvolvidos com esta finalidade.

A descoberta de inUmeras proteinas que desem-
penham papel fundamental no ciclo celular, algumas
delas revistas em paragrafos anteriores, permite que
através de sua detecgéao, a identificagdo de maneira
mais objetiva, das células ciclizantes. Seja por méto-
dos radioativos ou de anticorpos monoclonais mar-
cados, a detecgdo de células proliferativas permite,
através de sua contagem, obter uma estimativa das
taxas de crescimento neoplasico com conseqlientes
repercussao no prognodstico e na terapéutica.

Marcadores detectados por anticorpos monoclonais

Dentro de contexto de se identificar as células em
proliferagao, atualmente algumas proteinas relaciona-
das com a fase replicativa tém sido utilizadas como
marcadores e detectadas através de anticorpos mo-
noclonais. Trés sdo os mais utilizados: a polimerase-
alfa, PCNA e um marcador denominado K1-67. Este
foi assim designado por ter sido produzido na univer-
sidade de Kiel (Alemanha) sendo que o clone produtor
de anticorpo (Ac) especifico para este antigeno foi cres-
cido na 672 placa de cultura de tecido ]6}.

A natureza do antigeno reconhecido pelo anticor-
po Ki-67 nao esta de todo estabelecida. Recentes es-
tudos sugerem que esse antigeno seja um compo-
nente da matriz nuclear e tem sido caracterizado como
uma proteina nao histona de peso molecular aproxi-
mado de 345 a 395 Kd [15]. E expresso durante todo
o ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas sua expressao
antigénica aumenta na segunda metade da fase S,
alcangando o pico maximo em G2 e M [6]. As taxas
de avaliagao do indice de proliferagao celular usan-
do-se anticorpos monoclonais, encontrados comerci-
almente, contra o antigeno Ki-67 como marcadores,
sdo comparaveis com aquelas dos métodos tradicio-
nais [6]. Sabe-se que a expressao antigénica do Ki-
67 é influenciada por aspectos nutricionais.

Poucos sao os trabalhos que utilizam anticorpos
monoclonais anti-polimerase alfa e raros os que utili-
zam esse Ac em material de rotina [41]. O Ac utiliza-
do reconhece uma sub-unidade de PM 77.000 a qual
afeta a atividade primase dessa polimerase e é pre-
sente nas fases G1, S e G2 de células transforma-
das [41], sendo uma vantagem a sua expresséao ja
no inicio do periodo G1.

Em contraste a esses dois marcadores, os quais
necessitam de materiais congelados para as reagoes,
os Ac monoclonais anti PCNA/ciclina; disponiveis
comercialmente, reagem com epitopos antigénicos
resistentes a fixagdo em Carnoy e formalina, o que
facilita grandemente o seu uso em materiais colhidos
rotineiramente ou em materiais de arquivos [14]. A
avaliagao do indice de proliferacao celular usando
PCNA/ciclina sdo comparaveis aos métodos tradicio-
nais e por vezes até superior a métodos como o da
citometria da fluxo. Recentemente foi encontrada
grande identidade entre o PCNA e o Ki-67 na avalia-
¢ao de algumas neoplasias, especialmente os linfo-
mas [20], embora o pico maximo de expressao des-
tes marcadores sejam em fases diferentes do ciclo
celular.

Em contraste com os marcadores tradicionais de
deteccao de proliferagdo celular, como as contagens
de mitoses e a incorporagdo de substancia que se
incorporam a fases S tais como Timidina tratada e
BrdU (Bromodeoxiuridina). O uso de marcadores que
aparecem nos varios estagios de ciclo celular, asse-
gura uma detec¢ao mais apurada das células em pro-
liferacao, ja que tanto as figuras mitéticas como os
marcadores que sao incorporados na fase S, repre-
sentam apenas uma fragao de ciclo celular, fornecen-
do uma sub-estimativa das células potencialmente
proliferativas.
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Abstract

The regulatory mechanisms of the cellular cycle
and its relationship with the growth factors,
oncogenes end anti-oncogenes are one of the ma-
jor advanced fields in the cancerbiology studies.
The identification of proteins and cofactors regu-
lating the transitions between G1/S and G1/M as
well the transcription of the genetic material have
allowed the detection of cycling cells even before
the appearance of the mitotic signs. The develop-
ment of techniques using monoclonal antibodies
against those proteins have made possible studies
on proliferative cells of different tomours, mainly
based on fact that proteins such as alpha poly-
merase and cyclin/PCNA are expressed only by
proliferating cells. Thus the detection and count-
ing of these cells would allow the evaluation of ei-
ther the tumor-growth rate or its therapeutic effi-
ciency and consequently the prognostic of the dis-
ease. The present paper reviewed the current
knowledgement of the cell-cycle control mecha-
nisms and the available methodology for the prolif-
erative-cell detection emphasizing the biochemical
markers, its practicability and reliability.

Key words - Cellular cycle, proliferative cell, cell-cycle
markers, proto-oncogenes.
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