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RESUMO: Objetivo: Os carcinomas epidermóides do trato aerodigestivo superior são tumores de comporta-
mento biológico heterogêneo. O objetivo deste trabalho é verificar se a expressão imuno-histoquímica dos
marcadores Ki67, PCNA e P53 apresenta correlações com parâmetros prognósticos clínico-patológicos.
Métodos: Determinação da expressão imuno-histoquímica dos antígenos Ki67, PCNA e P53 em espécimes
tumorais fixados e embebidos em parafina de 53 pacientes com carcinoma epidermóide em diferentes sítios
primários do trato aerodigestivo superior. Resultados: Os marcadores tiveram altos índices de expressão
imuno-histoquímica, sendo 46,5% para o Ki67, 66,5% para o PCNA e 36,5% para o P53. Não houve correlação
da expressão do Ki67 e do PCNA com o estadiamento TNM (AJCC), nem com o grau de malignidade. A
expressão do Ki67 apresentou correlação positiva com a expressão do PCNA (p = 0,037). O mesmo aconteceu
para o PCNA e o número de mitoses por campo (p = 0,001). Conclusões: De acordo com estes resultados,
concluiu-se que a determinação da imunorreatividade dos marcadores Ki67 e PCNA é um método objetivo e
quantificável para avaliar proliferação celular que pode subsidiar as informações prognósticas.

Descritores: Carcinoma de células escamosas; Marcadores biológicos de tumor; Proteína P53; Antígeno
Ki67; Antígeno nuclear de célula em proliferação.
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INTRODUÇÃO

Os carcinomas de células escamosas ou epider-
móides do trato aerodigestivo superior são as neoplasi-
as malignas mais freqüentes em países como Índia e
China, estimando-se aproximadamente 500.000 casos
novos anualmente em todo o mundo1. No Brasil, tumo-
res de boca, por exemplo, têm uma estimativa anual de
8.000 casos novos2.

Os critérios utilizados para a avaliação prognóstica
dessas neoplasias são baseados essencialmente no TNM
(AJCC/UICC), no sítio primário da lesão, na idade e nas
características histopatológicas, como o grau de diferenci-
ação celular de Broders3-5.

Entretanto, tais parâmetros são muito subjetivos e o
comportamento biológico dos carcinomas epidermóides é
variável, havendo tumores em um mesmo estádio com evo-
luções discrepantes6. Logo, há necessidade de novos mé-
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todos objetivos e quantificáveis que permitam reconhecer
o comportamento biológico individual desses tumores.

A proliferação celular é uma característica do fenóti-
po maligno que pode ser avaliada pela expressão imuno-
histoquímica de marcadores como o PCNA e o Ki67 7, 8.

O PCNA ou antígeno nuclear de proliferação celular
é um auxiliar da DNA-polimerase-delta que atua na replica-
ção e também no reparo de moléculas de DNA lesadas atra-
vés da excisão de nucleotídeos, formando um complexo
quaternário com a proteína P21, a ciclina D e a CDK (quina-
se dependente de ciclina)9.

Nas fases G1, G2 e M do ciclo celular, a expressão
imuno-histoquímica do PCNA é reduzida, contudo aumen-
ta até sete vezes na fase S10.

Já o Ki67 é um antígeno nuclear não-histona que faz
parte da estrutura protéica conhecida como suporte cromos-
sômico. Sua expressão é determinada pelo gene situado no
locus 10 q 25 e ocorre no final da fase G1, em S, G2 e M11.

Além da proliferação celular, o comportamento bioló-
gico das neoplasias pode ser determinado pela presença
de antígenos de supressão tumoral, como o P53, que é uma
fosfoproteína nuclear de 53 kD cuja função é de “Guardião
do Genoma”, impedindo a progressão do ciclo celular  na
transição G1/S,  na presença de danos à molécula de DNA12.

A expressão imuno-histoquímica da proteína P53, em
geral, ocorre por seu acúmulo decorrente da mutação do
gene P53, havendo conseqüente perda da sua função tu-
mor-supressora13.

O objetivo do nosso estudo é correlacionar a expres-
são imuno-histoquímica dos marcadores de proliferação
PCNA e Ki67 e de supressão tumoral P53, com parâmetros
prognósticos clínicos e patológicos em carcinomas epider-
móides do trato aerodigestivo superior, no sentido de sub-
sidiar seu estadiamento.

MÉTODO

Foi selecionado um grupo de 53 pacientes portado-
res de carcinomas epidermóides do trato aerodigestivo su-
perior, sendo 43 (81,13%) do sexo masculino, com idade
variando entre 34 e 80 anos (média = 57,5 anos). Destes,
88,46% eram tabagistas e 61,53%, etilistas.

Cada paciente apresentava um único tumor primário
com a seguinte distribuição por localização: glote – 14
(26,41%), supraglote e hipofaringe – 13 (24,52%), língua – 9
(16,98%), assoalho da boca – 8 (15,09%), lábio – 5 (9,43%),
orofaringe – 3 (5,66%) e retromolar – 1 (1,88%).

O estadiamento clínico desses tumores pelo TNM
apresentava diferenças, tendo a seguinte distribuição: es-
tádio I – n = 9 (16,98%), estádio II  – n = 10 (18,86%), estádio
III  – n =15 (28,30%), estádio IV – n =19 (35,84%).

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento
cirúrgico com intuito curativo no Hospital Universitário da
USP entre 1986 e 1996, em 85% dos casos pela mesma equi-
pe cirúrgica.

Os espécimes tumorais foram obtidos previamente à
radioterapia e quimioterapia, sendo colocados em solução
de formalina a 10% e embebidos em parafina.

Nos cortes corados pela hematoxilina-eosina, foram
determinados por um único patologista (C.L.) o grau de
diferenciação celular de Broders e o grau de malignidade
histológica segundo a classificação de Anneroth et al14,
modificada por De Araújo et al15. Neste, foram determina-
dos seis parâmetros: queratinização, pleomorfismo nuclear,
número de mitoses por campo, infiltrado linfoplasmocitá-
rio, estádio de invasão e padrão de invasão. Cada parâme-
tro foi graduado de 1 a 4 e a somatória destes representou
o grau de malignidade.

Os cortes histológicos fixados e embebidos em para-
fina, com 3 mm, foram colocados em lâminas silanizadas (3-
Aminopropiltrietoxisilano).

O procedimento imuno-histoquímico obedeceu ao
seguinte roteiro: 1 – desparafinização a 60ºC (20 minutos);
2 – desparafinização à temperatura ambiente (30 minutos);
3 – hidratação com álcool e água; 4 – recuperação antigêni-
ca: aquecimento das lâminas em solução de ácido cítrico
0,01 M/pH = 6,0 em forno microondas (potência máxima)
para o PCNA e P53 (10 minutos), e em panela de pressão
para o Ki67 (5 minutos); 5 – bloqueio da peroxidade endó-
gena em dois banhos de H2O2 a 3% (10 minutos cada) e
lavagem com água e em tampão PBS (solução salina tampo-
nada com fosfatos); 6 – incubação com anticorpo específi-
co (primário) em câmara úmida a 4ºC (18 horas): para o Ki67,
PC10 para o PCNA e DO-7 para o P53; 7 – incubação com
anticorpo biotinilado (secundário) em câmara úmida a 37ºC
(30 minutos), mais lavagens em PBS; 8 – incubação com
complexo estreptavidina-biotina-peroxidade em câmara
úmida (37ºC) por 30 minutos, mais lavagens em PBS; 9 –
revelação por imersão em solução de diaminobenzidina
60mg% em tampão PBS contendo 0,06% de peróxido de
hidrogênio, mais lavagens em água destilada; 10 – con-
tracoloração em hematoxilina de Harris, desidratação em ál-
cool e montagem em  lamínula com Entellan.

Os núcleos positivos para cada um dos marcadores
apresentaram típica coloração marrom. Como controle ne-
gativo foram empregadas lâminas sem o uso de anticorpos
específicos. Como controles positivos foram usados exem-
plares de carcinoma de mama (para o Ki67 e P53) e adeno-
carcinoma gástrico (para o PCNA).

As lâminas foram lidas por um único pesquisador
(A.L.), que escolheu uma área representativa, preferencial-
mente na periferia do tumor (HOT SPOT) e com aumento de
400 X, contou com 200 células tumorais definindo a por-
centagem de núcleos positivos.

A correlação paramétrica de Pearson foi adotada como
método estatístico, tomando-se como nível significativo
5% (P≤ 0,05).

Foram feitas as correlações do grupo como um todo
e também de dois subgrupos: grupo A (tumores de laringe e
hipofaringe, n = 27) e grupo B (tumores de cavidade oral
e orofaringe, n = 26).

RESULTADOS

Após a confirmação histológica, o estadiamento
pTpNpM  (AJCC) apresentou diferenças entre os dois
grupos: grupo A – Estádio I – n = 2 (7,4%), Estádio II – n
= 5 (18,5%), Estádio III – n = 13(48,14%), Estádio IV – n =
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7 (25,92%). Grupo B .– Estádio I – n = 7 (26,90%), Estádio
II – n = 5 (19,20%), Estádio III – n = 2 (7,7%), Estádio IV –
n = 12 (46,10%).

Para a avaliação histológica, dois espécimes não fo-
ram adequados para a determinação do grau de malignida-
de, sendo excluídos.

Na determinação do grau de diferenciação de Bro-
ders, obtivemos: grupo A – grau II – n = 15 ( 60%), grau III
– n = 10 (40%); grupo B – grau II – n = 16 (61,53%), grau III
– n = 10 (38,46%); grupo total – grau II – n = 31 (60,78%),
grau III – n = 20 (39,21%).

A somatória de pontos do grau de malignidade histo-
lógica variou de 8 a 18 pontos, com médias de 14,40 (grupo
A), 14,46 (grupo B) e 14,43 (grupo total).

A expressão imuno-histoquímica do Ki67 variou de
5,5% a 95% dos núcleos contados, com médias de 58,5%
no grupo A, 35% no grupo B e 46,5% no grupo total. Todos
os espécimes tumorais expressaram Ki67.

O PCNA também teve expressão em todos os espéci-
mes, variando de 10,5% a 98% dos núcleos contados, com
médias de 69% no grupo A, 64% no grupo B e 66,5% no
grupo total.

Já o P53 teve expressão em 44 tumores (86,27%), com
positividade variando de 0,5% a 96,5%, cujas médias de
expressão foram 37% (grupo A), 35,5% (grupo B) e 36,5%
(grupo total).

Idade, sexo, tabagismo e etilismo não apresentaram
qualquer correlação estatística significante. Nem a expres-
são de PCNA, nem a expressão do Ki67, apresentaram cor-
relações com o estadiamento pelo TNM ou com o grau de
malignidade e grau de diferenciação celular.

A expressão de Ki67 teve correlação com o sítio pri-
mário, sendo maior nos tumores do grupo A (laringe + hi-
pofaringe).

Todas as correlações com significância estatística são
apresentadas na Tabela 1.

DISCUSSÃO

Tanto a avaliação prognóstica quanto a escolha tera-
pêutica representam tarefas difíceis nos carcinomas epi-
dermóides do trato aerodigestivo superior, pois estes são
neoplasias de comportamento biológico individual bastan-
te variável16.

Com o intuito de aprimorar os métodos de estadia-
mento com informações objetivas e quantificáveis, estuda-
mos a expressão imuno-histoquímica dos marcadores de
proliferação celular PCNA e Ki67 e do antígeno de supres-
são tumoral P53 em 53 carcinomas primários de trato aero-
digestivo superior.

Para as correlações entre os parâmetros prognósti-
cos, analisamos o grupo como um todo e dois subgrupos
(A e B), de acordo com a topografia, semelhança na história
natural e drenagem linfática, como já descrito na literatura6.

Os espécimes tumorais apresentaram elevados índi-
ces de expressão imuno-histoquímica para os três marca-
dores, comparando-se aos achados de outros autores5,17.
Atribuímos tal fato à metodologia imuno-histoquímica uti-

Tabela 1
Correlações com significância estatística

Total Grupo A Grupo B

T(AJCC) X P = 0,044 P = 0,035 NS
N(AJCC)

N(AJCC) X P = 0,038 NS P = 0,023
Est.  invasão

TNM(AJCC) X P = 0,003 NS P = 0,005
Est.  invasão

TNM(AJCC) X P = 0,043 NS NS
Grau malig.

Grau malig. X P = 0,000 P = 0,012 P = 0,002
Broders

Ki 67   X P = 0,004 NS NS
Topografia

Ki 67  X P = 0,037 NS P = 0,034
PCNA

Ki 67  X NS NS P = 0,048
Mitoses

PCNA X P = 0,001 P = 0,000 NS
Mitoses

P53  X NS NS P = 0,042
Ki 67

P53  X NS P = 0,022 NS
TNM(AJCC)

NS – não significativo.

lizada com a aplicação de aquecimento em forno microon-
das ou panela de pressão para recuperação antigênica18.

Outro detalhe relevante foi a concentração da avalia-
ção na periferia tumoral, onde ocorre maior proliferação
celular. No núcleo tumoral, por outro lado, há hipocelulari-
dade, queratinização e necrose19.

Contudo, a explicação mais significativa para os
altos índices de expressão é o bom estado de conserva-
ção dos espécimes tumorais, pois a rotina do serviço de
patologia do HU-USP não possibilita a permanência pro-
longada dos espécimes em solução de formol, o que le-
varia a uma redução ou até anulação da expressão dos
antígenos20.

No estudo das correlações estatísticas houve signifi-
cância positiva entre o TNM e o grau de malignidade histo-
lógica de Anneroth14 modificado por De Araújo15. Tal acha-
do nos faz crer que o uso concomitante desses sistemas de
estadiamento pode potencializar as informações prognósti-
cas, como também foi observado por Welkoborsky21. Esta
suposição ganha mais respaldo, quando observamos as cor-
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relações positivas que obtivemos entre T e N e entre estádio
de invasão histológica e N (AJCC).

A expressão Ki67 mostrou correlação com o sítio do
tumor primário, apresentando índices mais elevados nos
tumores do grupo A (laringe + hipofaringe). A explicação
para esse fato poderia ser o predomínio de estádios III e IV
nesse grupo, com tumores mais proliferativos.

Entretanto, nem Ki67 nem PCNA mostraram correla-
ção com o TNM ou grau de malignidade, achado semelhan-
te ao de outros autores17, 22.

Tal evento poderia ser explicado pela ausência de
relação direta entre proliferação celular e capacidade de
formar metástases, que são características independentes
do fenótipo maligno.

Na análise de cada parâmetro do grau de malignida-
de, o único a se correlacionar positivamente com a expres-
são de PCNA foi o número de mitoses por campo.

Este achado reforça a eficácia do PCNA como indica-
dor de proliferação celular 23.

Ademais, a expressão do Ki67 também teve correla-
ção positiva com a expressão de PCNA, apontando para
esses marcadores como um método objetivo e quantificá-
vel mais sensível e específico que a contagem do número
de mitoses na histologia.

Os índices de PCNA foram mais elevados do que os
de Ki67 em cada espécime estudado, fato explicável pela
meia-vida de até 20 horas do primeiro antígeno24.

Já a expressão do P53 somente apresentou corre-
lação positiva com o TNM (AJCC) nos tumores do gru-
po A (faringe e hipofaringe), no qual houve predomí-
nio de estádios III e IV. Poderíamos atribuir tal achado

ao acúmulo de mutações que ocorre ao longo da evolu-
ção tumoral.

Além do mais, nos tumores do grupo B (boca e orofa-
ringe) houve correlação positiva entre expressão de P53 e
de Ki67, sugerindo que a perda da função supressora do
P53 permite a proliferação celular descontrolada, com con-
seqüente acúmulo de Ki6725.

Portanto, a imuno-histoquímica revelou-se um méto-
do eficiente para avaliar a proliferação celular em carcino-
mas epidermóides do trato aerodigestivo superior, princi-
palmente realizando-se a determinação dos índices de PCNA
e Ki67 em número absoluto de núcleos marcados, sem ne-
nhum tipo de agrupamento baseado em critérios subjeti-
vos, em concordância com autores como Vijeyasingam et
al26 e Spafford et al27.

Se, por um lado, a determinação precisa da capacida-
de de proliferação celular não pode predizer se haverá ou
não metástases, por outro, pode oferecer informações so-
bre radiossensibilidade e quimiossensibilidade, lembran-
do-se que tumores altamente proliferativos são, em geral,
mais sensíveis aos agentes citotóxicos28.

No que tange ao P53, ainda permanecemos duvido-
sos quanto ao seu real valor prognóstico, o que é compatí-
vel com os resultados contraditórios apresentados na lite-
ratura29, 30.

Com base nos resultados deste trabalho, podemos
concluir que a determinação imuno-histoquímica do Ki67 e
PCNA pode subsidiar as informações prognósticas do TNM
(AJCC) e do grau de malignidade histológico, como efici-
entes indicadores de proliferação celular.

ABSTRACT

Background: Squamous cell carcinomas of upper aerodigestive tract are tumors with heterogeneous
biological behaviour. The aim of present study is to assess whether any correlation 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 tract. Results: 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 carcinoma; Tumour markers; P53protein; Ki67; Proliferating cell nuclear  antigen.
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