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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Valor prognoéstico da
correlacio imunoistoquimica
do Ki-67 e p53 em carcinomas
epidermoides da laringe

Ricardo Boose Rodrigues’, Rafael da Ros Motta’,
Simone Mdrcia dos Santos Machado’, Eduardo
Cambruzzi’, Eduardo Walker Zettler’, Claudio
Galleano Zeitler®, Geraldo Pereira Jotz’

Resumo

Os fatores prognosticos histolégicos podem colaborar
para determinar a evolucao desta neoplasia. Objetivo: Cor-
relacionar a expressao imunoistoquimica do p53 e Ki-67 com
idade, grau histolégico, comprometimento de linfonodos
e estadiamento patolégico de pacientes com carcinomas
epidermoides de laringe. Método: Foram avaliados trinta
casos consecutivos de carcinomas epiderméides de laringe,
submetidos a técnica de imunoistoquimica para verificar a
expressao dos anticorpos p53 e Ki-67. Resultado: A idade
média foi de 56,2 anos e a imunoexpressao dos marcadores
foi mais observada no grupo com mais de 50 anos de idade,
especialmente a do anticorpo Ki-67 (p=0,032). Nao houve
relacao do p53 e Ki-67 com o comprometimento de linfo-
nodos. O Ki-67 se expressou em 70% nos casos de alto grau
histolégico e 80% nos de baixo, enquanto o p53 em 70%
apenas nos de alto grau. O estadiamento patolégico mostrou
que no grupo dos carcinomas avangados a expressao do p53
foi de 61,5%, enquanto o Ki-67 mostrou positividade para
os casos precoces (100%) e avancados (73,1%). Conclusio:
Nzo houve diferencgas significantes entre a imunoexpressio
do p53 e do Ki-67 em carcinomas epiderméides de laringe,
exceto no grupo de pacientes com mais de 50 anos, onde a
expressao do Ki-67 foi significativamente maior.

Prognostic value of the
immunohistochemistry
correlation of Ki-67 and p53 in
squamous cell carcinomas of
the larynx

Palavras-chave: carcinoma epiderméide, imunoistoquimica,
laringe, p53, prognostico.

Keywords: squamous cell carcinoma, immunohistochemistry,
larynx, p53, prognostic.

Summary

Prognostic histological factors may contribute to determine
the evolution of this neoplasia. Aim: To correlate p53 and
Ki-67 immunohistochemical expression with age, histological
degree, lymph node involvement and pathological staging
in patients with laryngeal epidermoid carcinomas. Methods:
We assessed thirty consecutive cases of laryngeal epidermoid
carcinomas submitted to immunohistochemistry to check
the expression of p53 e Ki-67 antibodies. Results: Mean
age was of 56.2 years and the immunoexpression of the
markers was observed in the group with more than 50
years of age, especially that o the ki-67 antibody (p=0.032).
There was no relation between p53 and Ki-67 with lymph
node involvement. Ki-67 was expressed in 70% of the high
histology level cases and in 80% in the low histology ones;
while p53 was of 70% only in the high level cases. Pathology
staging showed that in the group of advanced carcinomas,
P53 expression was of 61.5%, while Ki-67 proved positive for
the early cases (100%) and advanced (73.1%). Conclusion:
There were no significant differences between p53 and Ki-
67 immunoexpression in laryngeal epidermoid carcinoma,
except in the group of patients with more than 50 years of
age, when Ki-67 expression was significantly higher.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODO

O cancer de laringe € responsavel por aproxima-
damente 12.000 novos casos por ano nos EUA e por 2%
de todas as mortes por cancer'. O cincer da laringe &
responsavel por uma incidéncia de mais de 130.000 novos
casos por ano no mundo, ocorrendo predominantemente
no sexo masculino, numa relacio de 7:1 (masculino - fe-
minino). O cancer de laringe € um dos mais freqlientes a
atingir a regido da cabeca e pescoco, representando cerca
de 25% dos tumores malignos que acometem esta area.
Aproximadamente 2/3 desses tumores surgem na glote e
1/3 acomete a regido supraglotica.

O carcinoma epidermdide € o seu tipo histologico
mais comum, incluindo os queratinizantes (bem diferen-
ciados) e nao-queratinizantes, sendo responsavel por 2,2%
das neoplasias malignas em homens e 0,4% em mulheres®?.
Os carcinomas de laringe podem acometer as trés regidoes
anatOmicas: supraglote, glote e subglote.

Na avaliacao dos fatores prognosticos histolégicos
para os carcinomas de laringe sio considerados: loca-
lizacao do tumor, tipo histologico, grau histologico e
estado linfonodal. O comprometimento de linfonodos é
considerado um dos principais fatores prognosticos nos
carcinomas de laringe.

Os genes supressores do crescimento celular e os
genes reguladores de apoptose representam uma impor-
tante variavel na evolucdao das neoplasias, e dentre eles
se evidencia em particular o gene p53*°. O gene p53 é
um proto-oncogene regulador do crescimento celular.
Identifica células com alteracdes de DNA, interrompendo o
ciclo na fase G1 e colocando a célula lesada em GO. Neste
momento promove o seu reparo e a envia novamente para
o ciclo ou, na impossibilidade, promove a sua apoptose.
Ja esta bem demonstrada a correlacio entre a expressio
do p53 e o progndstico de diversos tipos de cincer’. A ex-
pressao imunoistoquimica do p53 evidéncia um aumento
da expressio da proteina ou uma possivel mutacao.

A proliferacio celular também ¢é considerada um
dos mecanismos biologicos fundamentais na oncogénese®
e a deteccao de marcadores da fracao de crescimento ce-
lular, como o anticorpo Ki-67, tem sido usada como fator
prognodstico em uma variedade de tumores®!!.

A correlagcdo entre uma alta atividade proliferativa
e um pior progndstico para tumores de cabeca e pescoco
e laringe ja foi demonstrada previamente, especialmente
para as neoplasias que tenham invadido estruturas ad-
jacentes ao sitio de origem™#®°. Este trabalho pretende
relacionar a expressao imunoistoquimica do gene p53
e do anticorpo Ki-67 com os fatores prognosticos jd es-
tabelecidos (idade, grau histologico, estado linfonodal e
estadiamento patologico) em pacientes com carcinoma
epidermoide de laringe.

Foi realizada uma revisao de trinta casos consecuti-
vos de carcinomas epidermoides de laringe diagnosticados
no Servico de Cabeca e Pescoco do Hospital Luterano da
Universidade Luterana do Brasil entre janeiro de 2004 e
setembro de 2006, que foram submetidos 2 laringectomia
com esvaziamento cervical. Na amostra foram incluidos
todos os casos de carcinoma epidermoide, independente
da localizacao anatdmica da neoplasia. Os casos foram
examinados no Servico de Patologia por estudo conven-
cional através da técnica de hematoxilina e eosina e sub-
metidos, posteriormente, a exame imunoistoquimico para
verificar a expressao dos anticorpos p53 e Ki-67. A seguir,
foram comparados em relacio a idade, grau histologico,
comprometimento linfonodal e estadiamento patologico
dos tumores.

Para a técnica imunoistoquimica foram utilizadas
cortes de tecido previamente fixados em formalina a 10%,
incluidos em blocos de parafina, cortados em micrétomo
manual rotativo na espessura de trés micras e montados
em organosilano. Em cada lamina ainda constou tecido
controle imunoistoquimicamente reativo, para evitar falsos
negativos. Na técnica foi usada a seguinte seqtiéncia:

a. preparacao dos cortes histologicos;

b. desparafinizacao e hidratacio;

¢. recuperacao antigénica através de irradiacao em
forno de microondas;

d. bloqueio da peroxidase endogena: as [aminas fo-
ram colocadas em uma solugao de peroxido de hidrogénio
a 5% e agua destilada e, apds, em uma solucio a 5% de
leite desnatado e tampao fosfato (PBS), durante 40 min. em
cadmara umida e escura; foram lavadas com dgua corrente,
dgua destilada e colocadas no PBS durante 5 min;

e. incubacdo com anticorpo primdrio anti-Ki 67 e
p53 (Dako);

f. reacao complexo avidina-biotina-estreptavidina kit
peroxidase (Dako®): anticorpo secundario e marcador;

g. revelacio;

h. contracoloracao

O resultado negativo foi definido como auséncia
de nucleos corados ou imunoexpressao inferior a 10%
nas células neoplasicas para os marcadores p53 e Ki-67.
A imunopositividade foi definida como 10% ou mais de
nucleos corados, conforme critérios do Servico, visto nao
haver consenso na literatura quanto a critérios minimos
de positividade, sendo muito variado por diferentes au-
tores.

Em relacao a faixa etaria os casos foram divididos
em dois grupos: (1) pacientes com menos de 50 anos de
idade e (2) pacientes com 50 anos de idade ou mais.

Quanto ao comprometimento linfonodal os casos
foram divididos em dois grupos: (1) casos com linfono-
dos cervicais positivos para metastases (pN1, pN2) e (2)
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casos com linfonodos cervicais negativos para metastases.
(pNO)

Quanto ao grau histologico os carcinomas epider-
moides foram divididos em dois grupos: (1) de baixo
grau, ou bem diferenciados - queratinizantes (grau I e (2)
de alto grau, ou moderadamente ou pouco diferenciado
(graus II e TID).

Quanto ao estadiamento patolégico (pT) das neo-
plasias os casos foram divididos em dois grupos, conforme
o Sistema TNM da Union Internationale Contre Cancer
(UICO): (1) lesdes com comprometimento considerado
local (incluindo o pTD) e (2) lesdes com comprometimento
de estruturas vizinhas (incluindo pT2, pT3 e pT4).

A andlise estatistica foi realizada através do software
SPSS versao 15.0, utilizando-se o teste do Qui-quadrado
para comparac¢ao entre varidveis categoricas. Através de
andlise estatistica foi avaliada a relacao combinada entre
a imunoexpressdo tumoral do Ki-67 e p53 com as demais
varidveis estudadas (idade, sexo, comprometimento lin-
fonodal, grau histolégico e estadiamento patolégico [pT,
pND. Os valores foram considerados estatisticamente sig-
nificativos quando o valor do p foi menor que 0,05.

O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Luterana do Brasil
(Protocolo 2006-192H).

RESULTADOS

A pesquisa incluiu 30 pacientes (28 homens e 2
mulheres) com diagnodstico histologico de carcinoma epi-
dermoide de laringe e submetidos a laringectomia total
associado ao esvaziamento cervical.

Os resultados das comparagoes entre a expressao
dos anticorpos p53 e Ki-67 e os fatores prognésticos (idade,
estado linfonodal, grau histologico e estadiamento patolé-
gico) estio demonstrados nas Tabelas 1 e 2, a seguir.

A idade dos pacientes variou entre 21 e 80 anos,
com média de 56,2 anos. Observou-se no grupo com
mais de 50 anos uma imunoexpressio significativamente
aumentada do anticorpo Ki-67 (p = 0,032).

Em relacio aos demais fatores progndsticos avalia-
dos (estado linfonodal, grau histologico e estadiamento
patologico), houve uma tendéncia de maior imunoexpres-
sdo do p53 e do Ki-67 em casos de alto grau histolégico
e estadiamento patolégico avancado, entretanto esta dife-
renca nao alcancou significancia estatistica (p>0,05).

Tabela 1. Correlagao entre fatores prognosticos e a expressao do gene p53 em pacientes com carcinoma epidermoide do laringe.

Fator prognéstico p53 positivo p53 negativo p
< 50 anos 2 (50%) 2 (50%) n.s.
> 50 anos 16 (61,5%) 10 (38,5%) n.s.
Linfonodos positivos 9 (60%) 6 (40%) n.s.
Linfonodos negativos 9 (60%) 6 (40%) n.s.
Baixo Grau 4 (40%) 6 (60%) n.s.
Alto Grau 14 (70%) 6 (30%) n.s.
Estadiamento T1 2 (50%) 2 (50%) n.s.
Estadiamento T2 - T4 16 (61,5%) 10 (38,5%) n.s.

Tabela 2. Correlagéo entre fatores progndsticos e a expressao do anticorpo Ki-67 em pacientes com CEC.

Fator prognéstico ki-67 positivo ki-67 negativo p
< 50 anos 2 (50%) 2 (50%) n.s.
> 50 anos 21 (80,8%) 5 (19,2%) 0,032
Linfonodos positivos 11 (73,3%) 4 (26,7%) n.s.
Linfonodos negativos 12 (80%) 3 (20%) n.s.
Baixo Grau 8 (80%) 2 (20%) n.s.
Alto Grau 15 (75%) 5 (35%) n.s.
Estadiamento T1 4 (100%) 0 (0%) n.s.
Estadiamento T2 - T4 19 (73,1%) 7 (26,9%) n.s.
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DISCUSSAO

Nos tltimos anos, muito se tem descoberto sobre os
marcadores prognoésticos para o carcinoma de laringe. Po-
rém, se algumas publicacdes relatam correlacio estatistica
entre a expressdo do p53 e Ki-67 e pior prognéstico em
tumores de laringe, outros tém falhado nessa tentativa.

Dos 30 casos em nosso estudo, a idade variou de
21 a 80 anos, com uma média de 56,2 anos, e quando se
dividiu os grupos entre menores e maiores de 50 anos,
comparando-os com os marcadores celulares p53 e Ki-67,
no grupo de menores que 50 anos o numero de casos
positivos e negativos foi idéntico, porém no grupo de
maiores que 50 anos a taxa de positivos foi maior para os
dois marcadores (61,5% para o p53 e 80,8% para o Ki-67).
Esses resultados nos fazem acreditar que com o aumento
da idade desses pacientes, maior serd a taxa de proliferacao
desses tumores, sendo maior a sua agressividade.

A associacao do p53 com metdstases linfonodais nao
foi comprovada, mostrando equilibrio entre a expressao
do marcador e o comprometimento do linfonodo (60% dos
tumores mostraram-se positivos para o p53, tanto para os
casos metastaticos quanto para os ndo-metastaticos), nao
demonstrando significancia estatistica entre os grupos.

Calli et al.’? investigando a expressio do p53 e
do Ki-67 por imunoistoquimica em 37 pacientes com
diagnostico de carcinoma epiderméide da laringe, en-
contraram positividade em 83,8% dos casos para Ki-67 e
40% para p53, sem significado estatistico. Por outro lado,
Cruz et al.”®, em um estudo com 55 casos de carcinomas
epidermoides da cavidade oral, relataram a positividade
do p53 em 64% dos casos quando usado um ponto de
corte de 25% de células tumorais coradas. Kropveld et al.!,
estudando 25 pacientes, utilizando a imunoistoquimica e
a PCR para deteccao de mutacoes do p53, encontraram
uma associacao da mutacdo do p53 e carcinomas em
100% dos casos usando os dois métodos e em 96% dos
casos usando somente a imunoistoquimica, porém com
um ponto de corte de 50% das células tumorais coradas.
Rozemuller et al.>, numa andlise de 50 casos de pacientes
portadores de carcinoma utilizando a PCR, associaram o
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco a expressao
do p53 em 95% dos casos.

Embora nossos achados nio correspondam total-
mente aos da literatura, podemos questionar se 0s motivos
para que isto tenha acontecido nio tenham sido o fato
dos autores nao terem restringido o sitio da lesao apenas
a laringe e terem estendido o experimento a toda regiao
da cabeca e pescoco. Bosch et al.'® referiram que a preva-
léncia de alteracoes do p53 (mutacio, expressiao e perda
da expressio) ¢€ significativamente mais alta nos tumores
de hipofaringe ao contrario de outros sitios.

Considerando que dos nossos casos onde o p53 ¢
positivo (50%), 70% eram de alto grau histolégico e 60%

apresentavam metdstases cervicais, podemos sugerir que
a expressao imunoistoquimica de p53 em casos de car-
cinomas epidermoides da laringe possa estar relacionada
com fatores de mau progndstico (alto grau histologico e
metastases regionais).

Em concordincia com nossos resultados Luo et al."’,
comparando a expressao do p53 por imunoistoquimica em
76 pacientes, ndo encontrou correlacio estatisticamente
significativa com o sexo, idade, estidio patologico (pT),
porém a relacio com os graus histolégicos (I, II e IID foi
estatisticamente significativa. A partir desses achados o au-
tor sugere que a expressiao do p53, uma vez presente nos
carcinomas precoces, pode ter importante valor prognosti-
co. Outro estudo que sustenta essa hipétese € o de Zhou et
al.’®, ao demonstrarem expressao da proteina p53 em 0%,
31% e 52% de casos de hiperplasia epitelial sem atipias,
hiperplasia epitelial com atipias e carcinomas epidermoi-
des de laringe, respectivamente. Neste mesmo estudo foi
relatado que as taxas de expressio do p53 em 62%, 76%
e 15% em carcinomas bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados, respectivamente. Os
autores concluiram que a expressao da proteina p53 faz
parte da patogénese e crescimento do tumor.

Em nosso estudo, 76% dos carcinomas epiderméi-
des de laringe apresentaram expressao imunoistoquimica
para o Ki-67. A expressio do Ki-67 foi evidenciada em
73,3% dos casos ja com metdstase em linfonodos e em
75% dos casos de alto grau histologico. Estes dados su-
gerem que o Ki-67 possa ser relacionado com fatores de
mau prognostico (metdstases em linfonodos regionais e
alto grau histologico) em carcinomas epidermoides de
laringe (p>0,05). Liu et al.”, submetendo 80 casos de
biopsias pré-operatdrias com diagnoéstico histologico de
carcinoma epiderméide da cabeca e pescoco ao estudo
imunoistoquimico para o Ki-67 e correlacionando-os com
as pecas pos-operatorias, concluiram que o Ki-67 tem
valor preditivo estatisticamente significativo para distin-
guir carcinomas metastiticos dos nao-metastaticos. Sun
et al.?, estudando 32 casos de carcinoma epidermoide
da laringe, correlacionaram o Ki-67, com o estadio T e
com a presenca de metastases linfonodal, concluindo que
o Ki-67 estd estatisticamente relacionado ao tumor e ao
pior prognéstico da doenga, sendo de possivel ajuda no
tratamento da doenca.

A literatura sustenta ainda a hipétese que o Ki-67
estd envolvido com pior evolugao dos carcinomas epider-
moides de laringe. Mirza et al.*! estudaram 80 casos com
diagnostico histolégico prévio de displasia da mucosa
laringea e submetendo esses a imunoistoquimica para
o Ki-67. A expressao do Ki-67 foi categorizada de 0-4
conforme sua intensidade. Seguindo a evolucao desses
pacientes verificou que em vinte casos houve transforma-
¢ao maligna para carcinoma. A partir disso concluiu que
se considerar a expressao maxima do anticorpo (escores
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3 e 4), o Ki-67 tem uma alta especificidade (80%) para os
carcinomas epidermoides da laringe.

Em relacao ao estadiamento patolégico, foi obser-
vada em nosso estudo uma expressao do p53 em 50% e
do Ki-67 em 100% dos casos de tumores precoces, clas-
sificados como pT1 (n=4). Ja quando analisados os casos
mais avancados, entre os estigios pT2 a pT4 (n=206), a
expressdo do p53 e do Ki-67 foi de 61,5% e 73,1% respecti-
vamente. Estes dados, quando analisados estatisticamente,
nao demonstraram correlacio significante entre o estagio
do carcinoma de laringe e a expressao imunoistoquimica
dos dois anticorpos analisados.

CONCLUSAO

Nio houve diferencas estatisticamente significativas
entre a imunoexpressio do p53 e do Ki-67 em carcinomas
epidermoides de laringe, exceto no grupo de pacientes
com idade acima de 50 anos, onde a expressao do Ki-67
foi significativamente maior.

Em relacio aos demais fatores progndsticos anali-
sados (grau histologico, comprometimento de linfonodos
e estadiamento patolégico), novos estudos deverdo ser
realizados, aumentando o numero de casos e estudando
a presenca de mutacdes através do seqiienciamento de
DNA.
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