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RESUMO: Objetiva Os carcinomas epiderméides do trato aerodigestivo superior sdo tumores de comporta-
mento biolégico heterogéneo. O objetivo deste trabalho é verificar se a expressao imuno-histoquimica dos
marcadores Ki67, PCNA e P53 apresenta correlagdes com parametros progndsticos clinico-patoldgicos.
Métodos: Determinacao da expressdo imuno-histoquimica dos antigenos Ki67, PCNA e P53 em espécimes
tumorais fixados e embebidos em parafina de 53 pacientes com carcinoma epiderméide em diferentes sitios
primarios do trato aerodigestivo superiResulados: Os marcadores tiveram altos indices de expresséo
imuno-histoquimica, sendo 46,5% para o Ki67, 66,5% para o PCNA e 36,5% para o P53. Nao houve correlagédo
da expressédo do Ki67 e do PCNA com o estadiamento TNM (AJCC), nem com o grau de malignidade. A
expressado do Ki67 apresentou correlagdo positiva com a expressao do PCNA (p = 0,037). O mesmo aconteceu
para o PCNA e o nimero de mitoses por campo (p = 0,8@bclusdes:De acordo com estes resultados,
concluiu-se que a determinagédo da imunorreatividade dos marcadores Ki67 e PCNA é um método objetivo e
quantificavel para avaliar proliferacdo celular que pode subsidiar as informacdes prognésticas.

Descritores: Carcinoma de células escamosas; Marcadores biolégicos de tumor; Proteina P53; Antigeno
Ki67; Antigeno nuclear de célula em proliferacéo.

|NTRODU§;[\0 Os critérios utilizados para a avaliacdo prognéstica
dessas neoplasias sdo baseados essencialmente no TNM
Os carcinomas de células escamosas ou epider(AJCC/UICC), no sitio primario da lesdo, na idade e nas
moides do trato aerodigestivo superior séo as neoplasiearacteristicas histopatolégicas, como o grau de diferenci-
as malignas mais freqlientes em paises como India eacéo celular de Brodérs
China, estimando-se aproximadamente 500.000 casos Entretanto, tais parametros sdo muito subjetivos e o
novos anualmente em todo o muhdgo Brasil, tumo- comportamento biolégico dos carcinomas epidermoides é
res de boca, por exemplo, tém uma estimativa anual deariavel, havendo tumores em um mesmo estadio com evo-
8.000 casos novés lugBes discrepantésl.ogo, ha necessidade de novos mé-
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todos objetivos e quantificaveis que permitam reconhecer Nos cortes corados pela hematoxilina-eosina, foram
0 conportamento bioldgico individual desses tumores.  determinados por um Unico patologista (C.L.) o grau de

A proliferacdo celular € uma caracteristica do fenoéti- diferenciagéo celular de Broders e o grau de malignidade
po maligno que pode ser avaliada pela expressdo imundhistologica segundo a classificagéo de Anneroth’ét al
histoquimica de marcadores como 0 PCNA e o Ki&7 modificada por De Araujo et’al Neste, foram determina-

O PCNA ou antigeno nuclear de proliferagéo celular dos seis parametros: queratinizagéo, pleomorfismo nuclear
é um auxiliar da DNA-polimerase-delta que atua na replica-numero de mitoses por campo, infiltrado linfoplasmocita-
¢c30 e também no reparo de moléculas de DNA lesadas atral0: estadio de invas&o e padréo de invaséo. Cada parame-
vés da excisdo de nucleotideos, formando um complexdf© foi graduado de 1 a 4 e a somatoria destes representou

quaternario com a proteina P21, a ciclina D e a CDK (quina0 9rau de malignidade. _
se dependente de ciclifia) Os cortes histoldgicos fixados e embebidos em para-

Nas fases G1, G2 e M do ciclo celularexpressao fina, com 3 mm, foram colocados em laminas silanizadas (3-

imuno-histoquimica do PCNA é reduzida, contudo aumen-Am'n%prorgggggm(glt%n%uno_histo uimico obedeceu ao
ta até sete vezes na fasé S P 4

J4 0 Ki67 é um antigeno nuclear nio-histona que fa: seguinte roteiro: 1 — desparafinizagédo a 60°C (20 minutos);
ntg s q o desparafinizacdo a temperatura ambiente (30 minutos);
parte da estrutura protéica conhecida como suporte cromoss _ hidratagé@o com alcool e agua; 4 — recuperacéo antigéni-
Isomlcoo. Sga EXpressao ?. deltgrn;lnadg pelo gSenngltuado Q: aquecimento das laminas em solugéo de acido citrico
ocus10g25eocorrenofinaldafase G1,em S, GZeM ¢ 91 m/pH = 6,0 em forno microondas (poténcia maxima)
Além da proliferacao celulam comportamento biol6-

i ) ) ara 0 PCNA e P53 (10 minutos), e em panela de presséo
gico das neoplasias pode ser determinado pela presen%ara 0 Ki67 (5 minutos): 5 — bloqueio da peroxidade end6-

de antigenos de supresséo tumoral, como 0 P53, que € Ung@na em dois banhos de®4 a 3% (10 minutos cada) e
fOSfOprOteina nuclear de 53 kD Cuja fun(;éo é de “Guardiaqavagem com égua eem tampéo PBS (SOIUQ&O salina tampo_
do Genoma”, impedindo a progressao do ciclo celular nanada com fosfatos); 6 — incubagéo com anticorpo especifi-
transicdo G1/S, na presenca de danos a molécula d&DNA co (primario) em camara Gmida a 4°C (18 horas): para o Ki67,
A expresséao imuno-histoquimica da proteina P53, emPC10 para o PCNA e DO-7 para o P53; 7 — incubag&o com
geral, ocorre por seu acimulo decorrente da mutagéo danticorpo biotinilado (secundario) em camara (imida a 37°C
gene P53, havendo conseqiiente perda da sua fungéo t(80 minutos), mais lavagens em PBS; 8 — incubacdo com
mor-supressofa complexo estreptavidina-biotina-peroxidade em camara
O objetivo do nosso estudo é correlacionar a expres{mida (37°C) por 30 minutos, mais lavagens em PBS; 9 —
sdo imuno-histoquimica dos marcadores de proliferacdgevelacdo por imersdo em solucdo de diaminobenzidina
PCNA e Ki67 e de supress&o tumoral P53, com parametro§0mg% em tampéo PBS contendo 0,06% de peroxido de
prognosticos clinicos e patoldgicos em carcinomas epiderhidrogénio, mais lavagens em agua destilada; 10 — con-
moides do trato aerodigestivo superior sentido de sub-  tracloracdo em hematoxilina de Harris, desidratagao em al-

sidiar seu estadiamento. cool e montagem em laminula com Entellan.
Os nlcleos positivos para cada um dos marcadores
METODO apresentaram tipica coloragdo marrom. Como controle ne-

gativo foram empregadas laminas sem o uso de anticorpos

Foi selecionado um grupo de 53 pacientes portado_especiﬁcos. Como controles positivos foram usados exem-

res de carcinomas epidermdides do trato aerodigestivo SLPIa“?S de car,cTQma de margglslp/)a\ara 0 Ki67 e P53) e adeno-
perior, sendo 43 (813%) do sexo masculino, com idade carcinoma gasrico (para o )-

vaando 1 34 80 anos (i = 7.5 anos). Dests 'S cacoioy uma e pteseniaia, preftenc
88,46% eram tabagistas e 61,53%, etilistas. =) 4 P P

. . ... mente na periferia do tumor (HOT SPOT) e com aumento de
Cada paciente apresentava um Unico tumor primari

) = TESE O 9400 X, contou com 200 células tumorais definindo a por-
com a seguinte distribuicdo por localizacéo: glote — 14centagem de ntcleos positivos.

(26,41%), supraglote e hipofaringe — 13 (24,52%), lingua—9" A correlacio paramétrica de Pearson foi adotada como
(16,98%), assoalho da boca -8 (15,09%), labio — 5 (9,43%)método estatistico, tomando-se como nivel significativo
orofaringe — 3 (5,66%) e retromolar — 1 (1,88%). 5% (R 0,05).

O estadiameto clinico desses tumores pelo TNM Foram feitas as correlacdes do grupo como um todo
apresentava diferencas, tendo a seguinte distribuicao: ess também de dois subgrupos: grupo A (tumores de laringe e
tadio | —n =9 (16,98%), estadio Il —n =10 (18,86%), estadiohipofaringe, n = 27) e grupo B (tumores de cavidade oral
Il —n =15 (28,30%), estadio IV —n =19 (35,84%). e orofaringe, n = 26).

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento
cirargico com intuito curativo no Hospital Universitarioda RESULTADOS
USP entre 1986 e 1996, em 85% dos casos pela mesma equi-
pe cirdrgica. Apoés a confirmacdo histoldgica, o estadiamento

Os espécimes tumorais foram obtidos previamente TpNpM (AJCC) apresentou diferencas entre os dois
radioterapia e quimioterapia, sendo colocados em solugégrupos: grupo A — Estadio | —n =2 (7,4%), Estadio Il —n
de formalina a 10% e dmbidos em parafina. =5(18,5%), Estadio lll —n = 13(48,14%), Estadio IV—n =
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7 (25,92%) Grupo B .— Estadio | —n =7 (26,90%), Estadio Tabela 1
Il—n =5 (19,20%), Estadio Il —n = 2 (7,7%), Estadio IV — CorrelagBes com significancia estatistica
n=12 (46,10%).

Para a avaliacao histolégica, dois espécimes néo fo- Total Grupo A Grupo B
ram adequados para a determinacédo do grau de malignida\—(AJCC) X P = 0,044 P = 0,035 NS
de, sendo excluidos. N(AJCC)

Na determinacéo do grau de diferenciacdo de Bro-
ders, obtivemos: grupo A —grau Il —n =15 (60%), grau lll N(AJCC) X P =0,038 NS P =0,023

—n =10 (40%); grupo B—grau ll —n =16 (61,53%), grau lll Est. invasdo
—n =10 (38,46%); grupo total — grau Il —n = 31 (60,78%),
grau lll —n =20 (39,21%). TNM(AJCC) X P=0,003 NS P = 0,005
A somatéria de pontos do grau de malignidade histo-ESt. invasao
I6gica variou de 8 a 18 pontos, com médias de 14,40 (grupQ _
A), 14,46 (grupo B) e 14,43 (grupo total). Z;NM(AJI(.:C) X P=0043 NS NS
A expressao imuno-histoquimica do Ki67 variou de rau matg.
5,5% a 95% dos nucleos contados, com médias de 58,5%, ., malig. X P = 0,000 P =0,012 P = 0,002
no grupaA, 35% no grupo B e 46,5% no grupo tot@dos  grgders
0s espécimes tumorais expressaram Ki67.
O PCNA também teve expressao em todos 0s espécikj 67 X P = 0,004 NS NS
mes, variando de 10,5% a 98% dos nucleos contados, commopografia
médias de 69% no grupo A, 64% no grupo B e 66,5% no
grupo total. Ki67 X P =0,037 NS P =0,034
Ja o P53 teve expressdo em 44 tumores (86,27%), coiCNA
positividade vaando de 0,5% a 96,5%, cujas médias de
expressao foram 37% (grupo A), 35,5% (grupo B) e 36,5911 67 X NS NS P =0,048
(grupo total). Mitoses
Idade, sexo, tabagismo e etilismo ndo apresentara
gualquer correlagéo es?atl'stica significante. Nepm a expres: CNA X P =0,001 P =0,000 NS
séo de PCNA, nem a expressao do Ki67, apresentaram copitoses
rela_g(”)e_zs com o estadiar_ne pelq Tl}IM ou com o grau de P53 X NS NS P = 0,042
malignidade e grau de diferenciacéo celular K
A expresséo de Ki67 teve correlacdo com o sitio pri-

mario, sendo maior nos tumores do grupo A (laringe + hi-p53 x NS P =0,022 NS
pofaringe). TNM(AJCC)
Todas as correlacdes com significancia estatistica sée
apresentadas riabela 1. NS — n&o significativo.
DISCUSSAO

lizada com a aplicacdo de aguecimento em forno microon-
Tanto a avaliagéo prognéstica quanto a escolha terad@S OU panela de presséo para recuperacéo antigénica

péutica representam tarefas dificeis nos carcinomas epi-_  Outro detalhe relevante foi a concentracéo da avalia-
dermoides do trato aerodigestivo superjmis estes sjo  ¢20 na periferiaumoral, onde ocorre maior proliferacéo
neoplasias de comportamento biol6gico individual bastan-c€lular No nicleo tumoral, por outro lado, ha hipocelulari-
te variavels. dade, geratinizacéo e necroSe

Com o intuito de aprimorar os métodos de estadia- Contudo, a explicagdo mais significativa para os
mento com informacdes objetivas e quantificaveis, estuda2ltos indices de expresséo € o bom estado de conserva-
mos a expressao imuno-histoquimica dos marcadores dgdo dos espécimes tumorais, pois a rotina do servigo de
proliferacéo celular PCNA e Ki67 e do antigeno de supres{atologia do HU-USP nao possibilita a permanéncia pro-
séo tumoral P53 em 53 carcinomas primarios de trato aerdlongada dos espécimes em solucao de formol, o que le-
digestivo superior varia a uma reducdo ou adéulacdo da expressao dos

Para as correlagbes entre os parametros prognéstantigenos’.
cos, analisamos o grupo como um todo e dois subgrupos  No estudo das correlagdes estatisticas houve signifi-
(A e B), de acordo com a topografia, semelhanca na histéri@éncia positiva entre o TNM e o grau de malignidade histo-
natural e drenagem linfatica, como ja descrito na litefatura l6gica deAnnerothi* modificado por Déraujo®. Tal acha-

Os espécimes tumorais apresentaram elevados indido ros faz crer que o uso concomitante desses sistemas de
ces de expressdo imuno-histoquimica para os trés marcastadiamento pode potencializar as informacdes prognosti-
dores, comparando-se aos achados de outros &ifores cas, como também foi observado jd¢elkoborsky!. Esta
Atribuimos tal fato a metodologia imuno-histoquimica uti- suposicdo ganha mais respalgisando observamos as cor-
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relacdes positivas que obtivemos entre T e N e entre estadiao acimulo de mutae8 que ocorre ao longo da evolu-
de invaséo histolégica e N (AJCC). ¢do tumoral.

A expresséo Ki67 mostrou correlagéo com o sitio do Além do mais, nos tumores do grupo B (boca e orofa-
tumor primario, apresentando indices mais elevados nosinge) houve correlago positiva entre expresséo de P53 e
tumores do grupo A (laringe + hipofaringe). A explicacdo de Ki67, sugerindo que a perda da funcéo supressora do

para esse fato poderia ser o predominio de estadios Il e I\>53 permite a proliferacéo celular descontrolada, com con-
nesse grupo, com tumores mais proliferativos. seqilente actimulo de K7

_ Entretanto, nem Ki67 nem PCNA mostraram correla- Portanto, a imuno-histoquimica revelou-se um méto-
¢do com o TNM ou grau de malignidade, achado semelhanyg, eficiente para avaliar a proliferagéo celular em carcino-

te ao de outros autorés? mas epidermoéides do trato aerodigestivo supegianci-

| Tal de_vetnto goderlal.fser e3<pllcald|o pela ausegcaa % almente realizando-se a determinag&o dos indices de PCNA
relacao direta entre prolitferacao celular € capacidade 0@ ;57 em namero absoluto de nicleos marcados, sem ne-

formar metastases, que sdo caracteristicas independentﬁﬁum tipo de agrupamento baseado em critérios subjeti-

do fenatipo m_ahgno. A .. _VO0S, emconcordancia com autores coWigeyasingam et
Na analise de cada parametro do grau de malignida-_ .
al’s e Spafford et &l.

de, o Unico a se correlacionar positivamente com a expres- s . .
Se, por um lado, a determinacéo precisa da capacida-

séo de PCNA foi o nUmero de mitoses por campo. . ~ ~ ; ,
Este achado reforca a eficacia do PCNA como indica-de de proliferacdo celular ndo pode pred|29r se havera ou
dor de proliferago celula? ndo metastases, por outro, pode oferecer informacdes so-

Ademais, a expressao do Ki67 também teve correlaPre radiossensibilidade e quimiossensibilidade, lembran-

cdo positiva com a expressdo de PCNA, apontando pargo—_se que tumores altament_e pr,ol_iferativos sdo, em geral,

esses marcadores como um método objetivo e quantifica@iS sensiveiaos agentes citotoxictis _

vel mais sensivel e especifico que a contagem do nimero N0 que tange ao P53, ainda permanecemos duvido-

de mitoses na histologia. s0s guanto ao seu real valor prognéstico, o que é compati-
Os indices de PCNA foram mais elevados do que osvel com os resultados contraditorios apresentados na lite-

de Ki67 em cada espécime estudado, fato explicavel pel&atur&® .

meia-vida de até 20 horas do primeiro antig&no Com base nos resultados deste trabalho, podemos
Ja a expressdo do P53 somente apresentou corresoncluir que a determinagéo imuno-histoquimica do Ki67 e

lacdo positiva com o TNM (AJCC) nos tumores do gru- PCNA pode subsidiar as informagdes prognésticas do TNM

po A (faringe e hipofaringe), no qual houve predomi- (AJCC) e do grade malignidade histolégico, como efici-

nio de estadios Il e IMPoderiamos atribuir tal achado entes indicadores de proliferacéo celular

ABSTRACT

Background: Squamous cell carcinomas of upper aerodigestive tract are tumors with heterogeneous
biological behaviour The aim of pgsent study is to assess whether anyr@ation exists between
immunohistochemical expression of Ki67, PCNA and P53 markers and clinicopathologic parameters.
Methods: Immunohistochemical determination of Ki67, PCNA and P53 antigens in fixated and paraffin-
embedded tumour especimens from 53 patients with squamous cell carcinoma in different primary loca-
tions of upper aerodigestive tradResults: The markers had high evidence average rates with 46,5% for
Ki67, 66,5% for PCNA and 36,5% for P53. There was neither correlation of Ki67 and PCNA evidence
nor with TNM staging nor with malignancy degree. The expression of Ki67 demonstrated correlation
with the expression of PCNA (p = 0,037). The same ocurred to PCNA and the number of mitoses (p =
0,001).Conclusions: According to these results, it has been concluded that the determination of immu-
noreactivity of Ki67 and PCNA proliferation markers is an accurate and quantitative method which
may provide prognostic information.

Key Words: Squamous cell cainoma; Timour markers; P53piein; Ki67; Poliferating cell nuclear antigen.
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