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Resumo

Foi realizado um estudo imuno-histoquimico para verificar a expressao de enolase neurd-
nio-especifica (NSE), alfa-1-antitripsina (AAT) e alfa-1-antiquimotripsina (AAQT) em tumores
malignos de células germinativas do ovdrio. As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas
em tecidos previamente fixados em formol e embebidos em parafina de sete disgerminomas,
trés tumores do seio endodérmico, trés teratomas imaturos e um coriocarcinoma. Todos 0s
tumores, exceto o coriocarcinoma, expressaram NSE. As reagdes com os anticorpos anti-AAT
e AAQT foram positivas em todos os tipos histolégicos dos tumores. Estes dados sugerem que
NSE, AAT ou AAQT podem ser mais um marcador para os tumores de células germinativas do
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ovdrio.
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Introducéo

Os tumores malignos de células germinativas
compreendem 3 a 4% de todas as neoplasias malig-
nas do ovério. Apesar de uma incidéncia baixa, sdo
tumores de importancia clinica relevante por acome-
terem, principalmente, criangas e mulheres jovens [1].

Os estudos imuno-histoquimicos dos tumores de
células germinativas, para identificagdo de marcado-
res tumorais, comegaram ha mais de uma década [2,
3] e continuam, até hoje, com a disponibilidade de
maior numero e especificidade de anticorpos produ-
zidos contra uma variedade de componentes e pro-
dutos celulares [4]. Entre esta variedade de substan-
cias, potencialmente marcadoras de tumor de células
germinativas, estdo a enolase neurdnio-especifica
(NSE), a alfa-1-antitripsina (AAT) e a alfa-1-antiqui-
motripsina (AAQT).

A NSE é uma isoenzima da enzima glicolitica 2-
fosfo-D-glicerato hidrolase, que é encontrada em te-

cidos nervosos e neuroenddcrinos, porém ja tendo
sido demonstrada em vérios outros tecidos humanos
[5]. E considerada um marcador para tumores de ori-
gem neurendécrina [6]. Com esta mesma finalidade,
foi relatado seu uso para carcinoma de pequenas cé-
lulas de pulméo [7]. Em tumores de células germina-
tivas, a NSE foi demonstrada em seminoma do testi-
culo [8] e em disgerminoma e teratoma do ovario [9].

A AAT e a AAQT sao duas proteinas que possuem
atividade antiproteolitica e estao distribuidas no figa-
do, pancreas e mucosa gastrintestinal [10, 11]. O sig-
nificado bioldgico da ocorréncia destas proteinas em
tecidos tumorais nao é bem conhecido. Elas tém sido
demonstradas em tumores do trato gastrintestinal [12]
e de glandulas salivares [13]. A identificagdo da AAT
em tumores de células germinativas, por Palmer et al.
[2], representa uma das primeiras caracterizagdes
desta proteina como marcador tumoral.

O objetivo deste estudo é verificar, através da
imuno-histoquimica, a expressdo destas proteinas
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(NSE, AAT e AAQT) em tumores malignos de células
germinativas do ovario.

Material e Métodos

O estudo foi realizado com 14 tumores malignos de
células germinativas do ovario registrados no Hospi-
tal das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP (Departamentos de Ginecologia e Obs-
tetricia e de Patologia). Os tipos histolégicos foram
classificados de acordo com os critérios da Organiza-
¢do Mundial de Saude [14], ficando assim distribui-
dos: sete disgerminomas, trés tumores do seio endo-
dérmico, trés teratomas imaturos e um coriocarcino-
ma.

Todas as reagdes imuno-histoquimicas foram rea-
lizadas em tecido previamente fixado em formol e
embebido em parafina. Foi utilizado o método peroxi-
dase-antiperoxidase (PAP), descrito por Sternberger
[15], com algumas modificagbes para atender as
necessidades do laboratério de Patologia (HC-
FMRP). Cortes de 5 mm foram desparafinizados em
xilol e hidratados numa bateria de alcool, em seguida
os cortes foram lavados com agua destilada e salina
fosfato tamponado (PBS), pH 7,2-7,4 e tratados com
agua oxigenada (H,0,) a 3% e metanol a 3% em PBS,
por 10 minutos. Apds lavados com PBS, foram co-
bertos com 0,5 mg/ml de tripsina diluida em tampéo
TRIS 0,05M, pH 7,8 (exceto para as reagdes com
AAT). Em seguida, os cortes foram tratados com soro
normal de camundongo ou coelho, por 30 minutos e,
posteriormente, incubados por 1 hora em camara
umida a 25°C, com os anticorpos policlonais anti-NSE
na diluigdo de 1:200, AAT na diluigdo de 1:400 e AAQT
na diluicdo de 1:400, todos provenientes de Dakopa-
tts, Dinamarca. Apés a lavagem dos cortes em PBS,
foi adicionado o anticorpo de ligagdo cabra anticoelho
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na diluigdo de 1:500 e, depois de 30 minutos de incu-
bagdo, procedeu-se nova lavagem. A incubagdo se-
guinte foi feita com o complexo PAP (soro de cabra
anticoelho conjugado com peroxidase) na diluigdo de
1:40. Finalmente, os sitios imunorreativos foram re-
velados pela imersdao dos fragmentos em solugéo
contendo 3,3-diaminobenzidina-HCl a 0,0125% e
H,0, a 0,002% em tampao TRIS-HCe, pH 7,6. Os
cortes foram desidratados em alcool, contracorados
com hematoxilina e montados. Foram empregados
controles positivo e negativo para excluir reagdes
inespecificas causadas pelo método ou por inespeci-
ficidade dos anticorpos.

O critério utilizado para avaliagdo foi subjetivo
quali/quantitativo para definir intensidade da reagéao:
reagdo negativa (-), reagdo fracamente positiva (+),
reagdo moderadamente positiva (++) e reagdo forte-
mente positiva (+++/++++).

Resultados

Todos os disgerminomas expressaram a NSE. Em
seis casos foram reagbes fracamente positivas e, em
um, reagdo moderadamente positiva. Os trés tumores
do seio endodérmico expressaram NSE com uma in-
tensidade moderada. Os teratomas imaturos expres-
saram NSE, principalmente nas areas de tecido ner-
voso (Figura 1). O coriocarcinoma foi o Unico tipo his-
tolégico que ndo expressou a NSE.

Com relagdo a AAET e AAQT, todos os tumores
expressaram estas proteinas, com reagdes modera-
da a fortemente positivas. Todos estes dados encon-
tram-se na Tabela 1.

Discusséo

Todos os tumores malignos de células germinati-
vas do ovdrio deste estudo, com excegdo do corio-

Figura 1A - Teratoma imaturo com evidéncia de tecido epiteiial nervoso e cartilagem (HE, 300x). B - Imuno-histoquimica
com anticorpo antienolase neurdnio especifica em tecido nervoso, constituinte de teratoma imaturo (470x).
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Tabela 1. Expressao de enolase neuroespecifica (NSE),
alfa-1-antitripsina (AAT) e alfa-1-antiquimotripsina (AAQT)
em tumores malignos de células germinativas do ovario

Anticorpo anti-

Tipo histolégico

NSE AAT AAQT

Disgerminoma +++ 4+
Disgerminoma ++4++ 4+
Disgerminoma 44+ 4+

+
+
+

Disgerminoma + +++ +
+
+

Disgerminoma ¥ +++

Disgerminoma +++ 4+
Disgerminoma +++ ++++ 4+

Tumor do seio endodérmico  ++ ++++ ++++
Tumor do seio endodérmico  ++ ++++ ++++
Tumor do seio endodérmico  +++ ++++ ++++
Teratoma imaturo +++ 44+ ++++
Teratoma imaturo +++ F+++ 4+
Teratoma imaturo ++ 4+ 4+
Coriocarcinoma - ++ +++

carcinoma, expressaram NSE. O disgerminoma ex-
pressou menos intensamente que o tumor do seio
endodérmico e o teratoma imaturo. Niehans et al. [4]
encontraram positividade para NSE em tumores de
células germinativas de varias localizagdes, em 84%
dos seminomas/disgerminomas, em 81% dos carcino-
mas embriondrios, em 68% dos tumores do seio endo-
dérmico e em 46% dos coriocarcinomas (areas focais
positivas). Kawata et al. [9] demonstraram a presenga
de NSE em disgerminoma e teratoma do ovério. Estes
autores encontraram também aumento dos niveis
séricos desta proteina em quatro de oito pacientes
com teratoma e em cinco de seis pacientes com dis-
germinoma. Kuzmits et al. [8] j& haviam demonstrado
a utilizagdo da NSE como um marcador sérico, para
monitorizagdo de tratamento, em seminoma de testi-
culo.

Tanto AAT como AAQT foram expressados pelos
diversos tipos histolégicos de tumores de células ger-
minativas do ovario, que foram estudados. A maioria
das reagdes foram fortemente positivas para estas
duas proteinas. Palmer et al. [2] caracterizaram a AAT
como uma proteina de marcagdo tumoral, ao de-
monstrar a sua presenga em tecido e soro de pacien-
tes com tumor do seio endodérmico. Observaram
também um paralelismo entre esta proteina e a alfa-
fetoproteina, conhecidamente o mais importante
marcador para o tumor do seio endodérmico. Niehans
et al. [4] encontraram expressdo de AAT em tumores
de células germinativas primarios e metastaticos.
Apesar de desconhecida a fungdo da AAT e AAQT,
sua presenga em tecidos tumorais pode sugerir um
mecanismo de controle para prevenir a degradagao

celular, durante o crescimento neoplasico [13].

Os achados deste estudo mostram que os tumores
malignos de células germinativas do ovario expres-
sam NSE, AAT e AAQT. Sugerem ainda que estas
proteinas, apesar de inespecificas, podem ser mais
um marcador para estes tumores. Como podem ser
dosadas no soro, poderdo ser Uteis para o controle da
resposta terapéutica e seguimento das pacientes com
tumor maligno de células germinativas do ovario.

Summary

An immunohistocheical study for the presence of
neuron-specific enolase (NSE), alfa-1-antitrypsin
(AAT) and alfa-1-antichymotrypsin (AAQT) in germ
cell tumor of the ovary was realized. The immunohis-
tochemical stains were performed on paraffin-embed-
ded tissue of seven dysgerminomas, three endoder-
mal sinus tumors, three imature teratomas and un
choriocarcinoma. NSE reactivity was identified in all
tumors except choriocarcinoma. All histologic types of
tumors showed positive reactions for AAT e AAQT.
This data indicates that NSE, AAT e AAQT may be
tumor markers for germ cell tumors of the ovary.

Key words: ovarian neoplasms; immunohistochemistry
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