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Carcinoma, squamous Introduction: Squamous cell carcinoma is the most common neoplasm of the larynx and glottis,
cell; and its prognosis depends on the size of the lesion, level of local invasion, cervical lymphatic
Glottis; spread, and presence of distant metastases. Ki-67 (MKI67) is a protein present in the core,
Biological markers; whose function is related to cell proliferation.

Cell proliferation; Aim: To evaluate the expression of marker Ki-67 in squamous cell carcinoma of the larynx and
Head and neck glottis and its correlation to pathological findings.

neoplasms Methods: Experimental study with immunohistochemistry analysis of Ki-67, calculating the

percentage of the cell proliferation index in glottic squamous cell carcinomas.

Results: 16 cases were analyzed, with six well-differentiated and ten poorly/moderately
differentiated tumors. There was a correlation between cell proliferation index and degree of
cell differentiation, with higher proliferation in poorly/moderately differentiated tumors.
Conclusion: The cell proliferation index, as measured by Ki-67, may be useful in the
characterization of histological degree in glottic squamous cell tumors.
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Correlagao histolégica da expressdo do Ki-67 no Carcinoma Epidermoide Glético de
acordo com grau de diferenciacao celular

Resumo

Introducdo: O carcinoma de células escamosas é a neoplasia mais frequente da laringe e da
regiao glotica, seu prognodstico depende do tamanho da lesdo, do nivel de invasao local, dis-
seminacdo cervical linfatica e da existéncia de metastases a distancia. Ki-67(MKI67) é uma
proteina presente no nlcleo, cuja funcao esta relacionada com a proliferacao celular.
Objetivos: Avaliar a expressao do marcador Ki-67 em carcinoma de células escamosas da larin-
ge gloticos e correlacionar sua expressao com os achados anatomopatoldgicos.

Método: Trabalho experimental de analise imunohistoquimica do Ki 67 através do calculo per-
centual do indice de proliferacdo celular em produtos de carcinomas epidermdides gloticos.
Resultados: Dezesseis casos foram analisados, sendo seis bem diferenciados e dez pouco/
moderadamente diferenciados. Houve correlacéo entre o indice de proliferacao celular e o
grau de diferenciacao celular, sendo a proliferacao maior nos pouco/moderadamente diferen-
ciados.

Conclusdo: O indice de proliferacao celular, medido pelo Ki-67 pode ser Util na caracterizacao
do grau histologico em tumores gloticos de células escamosas.

© 2014 Associac&o Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducao

O carcinoma de células escamosas é a neoplasia mais fre-
quente da laringe e da regidao gldtica e seu prognostico
depende do tamanho da lesao, do nivel de invasao local,
disseminacao cervical linfatica e existéncia de metastases
a distancia.”® O comportamento do carcinoma de células
escamosas € marcado pelo grau de proliferacao e diferen-
ciacao celular e este indice pode ser inferido pela medida
do Ki-67.51°

Histologicamente, o carcinoma epiderméide ou escamo-
celular destas regides é semelhante ao das outras. E defi-
nido pela proliferacao neoplasica de células escamosas em
diferentes graus de diferenciacao e pelo carater infiltrati-
vo. Na dependéncia do poder de queratinizacao e atipias
celulares sao graduados em: bem, moderado ou pouco dife-
renciado.’

O bem diferenciado se caracteriza pela semelhanca com
o0 epitélio escamoso normal; alto poder de corneificacao e
atipias celulares muito leves; o moderadamente diferen-
ciado contém pleomorfismo nuclear distinto, atividade
mitotica presente, incluindo figuras atipicas. Neste a que-
ratinizacdo é bem menor."?

No pouco diferenciado predominam células imaturas, com
numerosas figuras de mitose e queratinizacao, praticamen-
te, ausente. Em relacao ao nivel de invasdo, poder estar
limitado ao epitélio, respeitando a lamina basal, denomina-
do in situ. Quando compromete apenas a lamina propria, é
considerado microinvasor ou superficialmente invasivo.?

Ja o carcinoma francamente invasivo se manifesta pela
destruicao da lamina basal, com extensao notodria para os
tecidos subjacentes, podendo ser acompanhado de reacao
estromal. Invasao perineural e angiolinfatica sao sinais de
maior agressividade e mudanca do estadiamento, respecti-
vamente.?

Broders propos um método para graduacao do carcinoma
de células escamosas.''? A classificacao estabelecida em
1920 e, posteriormente, revisada em 1925 baseou-se no

Tabela 1 Classificacao de Broders

Classificagdo histologica de Broders

Parametro Caracteristicas

Grau | 0 a 25% de células indiferenciadas
Grau Il 25% a 50% de células indiferenciadas
Grau Il 50% a 75% de células indiferenciadas
Grau IV 75% a 100% de células indiferenciadas

principio fundamental de diferenciacao celular, sendo
totalmente dissociada da historia clinica. Os carcinomas
foram divididos em quatro graus, variando de | a IV. Carci-
nomas grau | apresentavam até 25% de células indiferencia-
das. Aqueles de grau Il possuiam de 25% a 50% de indiferen-
ciacdo. Os de grau Il apresentavam células indiferenciadas
ocupando de 50% a 75% do tumor e naqueles de grau |V,
observava-se indiferenciacao de 75% a 100% do tumor
(tabela 1).1"12

A classificacao histopatologica de malignidade proposta
pela OMS (Organizacao Mundial da Saude, 2005) baseou-se
no grau de diferenciacao celular e permitiu o agrupamento
dessa neoplasia maligna em trés categorias, em bem,
moderadamente e pouco diferenciados (tabela 2).%'""13

O bem diferenciado se caracteriza pela semelhanca com
o epitélio escamoso normal; alto poder de corneificacao e
atipias celulares muito leves; o moderadamente diferen-
ciado contém pleomorfismo nuclear distinto, atividade
mitdtica presente, incluindo figuras atipicas. Neste a que-
ratinizacdo é bem menor.2

No pouco diferenciado predominam células imaturas, com
numerosas figuras de mitose e queratinizacao, praticamen-
te, ausente. Em relacao ao poder de invasao, poder estar
limitado ao epitélio, respeitando a lamina basal, denomina-
do in situ. Quando compromete apenas a lamina propria, é
considerado microinvasor ou superficialmente invasivo.?
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Tabela 2 Classificacao recomendada pela OMS

Classificacdo histologica - OMS

Parametro Caracteristicas

Predominio de células imaturas
Numerosas mitoses tipicas e atipicas
Minima queratinizacao

Pouco diferenciado

Moderadamente
diferenciado

Certo grau de pleomorfismo e
atividade mitotica
Pouca queratinizacao

Bem diferenciado Arquitetura tecidual semelhante ao

padrao normal do epitélio escamoso

Sintese de DNA

Crescimento celular &
sintese proteica

GO

/

Fases do ciclo celular. G1, S, G - presenca de MKI67.

Quiescéncia &
diferenciagcéo

Divisao

Figura 1

Ja o carcinoma francamente invasivo se manifesta pela des-
truicao da lamina basal, com extensao notoria para os tecidos
subjacentes, podendo ser acompanhado de reacao estromal.
Invasao perineural e angiolinfatica sao sinais de maior agres-
sividade e mudanca do estadiamento, respectivamente.?

A mensuracao das figuras de mitose, pratica comum na
avaliacdo de neoplasias quanto a sua velocidade de cresci-
mento e grau de agressividade, esta longe da sua acuracia
desejada, visto que, nao é possivel saber, através de cortes
histoldgicos de rotina corados pela H&E, quais sao exatamen-
te as células que entraram no ciclo de divisao celular. Isto se
deve ao fato de que as fases: G1, S e G2, do ciclo celular, nao
serem identificadas na microscopia optica (fig. 1)."

Ki-67(MKI67) é uma proteina presente no nicleo, cuja fun-
¢ao esta relacionada com a proliferacao celular. Esta prote-
ina somente é expressa no ciclo de divisao celular: na inter-
fase (G1, S, G2); profase; metafase; anafase e telofase, e
esta ausente na fase GO, quando a célula esta quiescente,
portanto, é um excelente marcador de divisao celular."-

Para evidenciar a expressao desta proteina nuclear é uti-
lizado o Anticorpo monoclonal Ki-67. Este anticorpo se liga
ao seu antigeno-especifico (MKi67) presente nos nicleos
das células em proliferacdo, corando-os e evidenciando
todas as células que entraram no ciclo de divisao.'>"

Através da microscopia Optica é possivel contar o nimero
de células por campo ou areas hot spots, que estdo cora-

das, e calcular o indice de proliferacdo (Ki-67 INDEX). A
analise deste indice é o que nos permite caracterizar o grau
de proliferacao celular tumoral (taxa de crescimento) e,
consequentemente, o seu grau de agressividade, maior ris-
co de novos clones tumorais, mutacdes, o que dificulta a
restricdo do tumor pelo sistema imunoldgico.'>"

Este estudo tem como objetivos avaliar a expressao do
marcador Ki-67 em Carcinoma de células escamosas da
laringe gléticos, e correlacionar quanto aos achados anato-
mopatoldgicos e proliferacao celular.

Materiais e métodos

Trata-se de um estudo clinico experimental realizado com
um corte transversal em uma coorte historica, através de
estudo de materiais provenientes de cirurgias de resseccao
de carcinoma de células escamosas de glote de pacientes
de hospital universitario terciario especializado. Os proce-
dimentos realizados pelos pacientes foram hemi-laringec-
tomias, laringectomias totais, e retirada das cordas vocais
com respectivas linfadenectomias.

Para facilitar a analise estatistica os tumores gléticos
foram divididos em bem diferenciados e moderadamente/
pouco diferenciados.

Foram levantados os casos de tumores de carcinoma de
células escamosas em gloteno banco de dados do acervo do
Departamento de Anatomia Patologica de um hospital uni-
versitario terciario, no periodo de 1994 a 2004. Nesta
amostra encontramos 99 casos no total. 85 casos eram de
tumores moderadamente/pouco diferenciados, sendo 41
casos produtos de pecas cirlrgicas e 44 casos de biopsias
que foram tratados de forma nao cirurgica (quimio/radio-
terapia). 14 casos eram de tumores bem diferenciados,
sendo oito casos produtos de pecas cirurgias, e seis casos
de biopsia que foram tratados de forma nao cirtrgica (qui-
mio/radioterapia).

Para o estudo foram utilizados somente casos que eram
produtos de pecas cirlrgicas, excluidos casos de biopsias,
que por se tratar de fragmentos aleatoérios do tumor, tra-
riam viés ao estudo. Dos oito casos bem diferenciados pro-
dutos de pecas cirurgicas, dois casos nao tinham seus blo-
cos de parafina disponiveis para novos cortes.

Desta forma o estudo foi realizado com seis casos de
tumores gléticos de laringe do tipo bem diferenciado, e
separado 10 casos de tumores gldticos de laringe do tipo
moderadamente/pouco diferenciado aleatoriamente para
montar o grupo comparativo. Os grupos nao tiveram o mes-
mo nUmero de casos, pois no banco analisado ndao foram
encontrados casos suficientes para completar o grupo que
continha tumores bem diferenciados.

Os critérios de inclusao utilizados foram: tumores gloti-
cos de laringe cujos blocos de parafina foram localizados e
continham material suficiente para novos cortes. Os dados
clinicos e o estadiamento tumoral foram obtidos a partir
dos prontuarios (tabela 3).

0 trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Eti-
ca da instituicao (n°® 485/11).

Para os exames imunohistoquimicos foi utilizado método
avidina-biotina-peroxidase e utilizou-se o seguinte anticor-
po: Ki-67 (Clone MIB-1, 1gG1, 1:150, marca Dako, pré trata-
do com Tris-EDTA).
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Tabela 3 Dados clinicos dos pacientes em estudo

Dados clinicos Grupo 1

Grupo 2 Obs

TNM T1NOMO - 4 casos
T2NOMO - 1 caso
T3NOMO - 1 caso

Etilismo 50 % (3 casos)
Tabagismo 67% (4 casos)
Sexo 4M:2F
Idade 53 (37-73)
Pescoco clinico pré op Negativo
Margens 50% positivo

Invasao vascular
Acometimento neural
Extensao extracapsular

100% negativo
100% negativo
100% negativo

Radioterapia pré op 0 casos
Radioterapia pos op 50 % (3 casos)
Quimioterapia pré op 0 casos
Quimioterapia pos op 0 casos

Total 6 pacintes

T1NOMO - 3 casos
T2NOMO - 5 casos
T2N1MO - 1 caso
T3NOMO - 1 caso

10M:0F

58 (39-70)

1 caso positivo (N1)
100% negativo
80% negativo
90% negativo
100% negativo
1 caso

20% (2 casos)
0 casos

0 casos

10 pacientes

2 casos +
1 caso +

Grupo 1, CEC gldtico bem diferenciados; Grupo 2, CEC glotico moderadamente/pouco diferenciados; Pré-op, pré-operatorio; Pos-op,

pos-operatorio.

Foram feitos controles positivos e negativos do marcador,
com a finalidade de compara-los com os casos estudados.
Como controle positivo utilizou-se tecido linfoide.

A leitura das laminas foi feita de forma randomizada, por
um investigador que nao tinha o conhecimento do diagnos-
tico prévio dado pelo patologista, e nem o conhecimento
do status clinico do paciente, de forma comparativa com os
controles positivos e negativos. Fotografias digitalizadas
em grande aumento (400x) foram feitas das areas altamen-
te reativas (Hot spots), com a utilizacdo de maquina foto-
grafica Nikon COOLPIX Camera 995. Apos isso, as imagens
foram enviadas ao computador para analise histologica que
utilizou o software Imagelab 2000.

Todos os parametros foram avaliados de forma cega.

A avaliacao da taxa de proliferacao celular foi feita utili-
zando-se razdo percentual comum, como ja é utilizado na
literatura.®® Foram selecionadas cinco areas de maior
intensidade de expressao do imunomarcador (hot spots).
Contado no minimo 500 células, e feita a relacdo do nime-
ro de células que apresentam seu nlcleo positivamente
corado com o nimero total de células contadas. A relacao
percentual foi estratificada da seguinte maneira: < 5% -
baixa taxa de proliferacao celular; entre 5% e 10% - leve
taxa de proliferacao celular; entre 10%-30% - moderada
taxa de proliferacao celular; > 30% - alta taxa de prolifera-
cao celular.

Para simplificacao e melhor analisar os dados, estes
foram agrupados da seguinte forma:

Indice de proliferacdo celular:

Baixa e leve proliferacao celular

Moderada e alta proliferacao celular

Tipo histoldgico:

Glotico bem diferenciado

Gléticos moderadamente/pouco diferenciados

Analise estatistica

Apos agrupamento dos dados, foram feitas as analises esta-
tisticas com o software IBM SPSS Statistics® utilizando teste
de Qui-Quadrado e Teste Exato de Fisher.

Resultados

Foram avaliados 16 casos no total, sendo seis casos bem
diferenciados e 10 casos moderadamente/pouco diferen-
ciados.

Entre os tumores gloticos bem diferenciados (n = 6 casos),
quatro casos tiveram baixa/leve proliferacao celular e dois
casos tiveram moderada/alta proliferacao celular. Nos
tumores gloticos moderadamente/pouco diferenciados (n =
10 casos), um caso teve baixa/leve proliferacao celular e
nove casos tiveram moderada/alta proliferacao celular

Na analise de correlacao de grau de diferenciacao celu-
lar versus o indice de proliferacao celular houve uma sig-
nificancia estatistica (p < 0,05) na comparacdo entre os
grupos sendo o teste exato de Fischer bi-caudal com p =
0,036.

Considerando o tipo histoldgico como padrao ouro para
se avaliar a diferenciacao celular nos carcinomas de
laringe, o indice de proliferacao celular apresentou sen-
sibilidade de 0,9; especificidade de 0,67; valor preditivo
positivo de 0,82 e valor preditivo negativo de 0,8 (tabe-
la 4).

Discussao

0 indice de proliferacao celular mostrou correlacao positi-
va com o grau de diferenciacao celular, sendo maior nos
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Tabela 4 Distribuicdao dos casos de acordo com o tipo histologico e o indice de proliferacao celular

Tipo histolégico Total
Bem diferenciados Moderadamente/Pouco diferenciados
Ki-67
Baixa /leve 4 1 5
Moderada/alta 2 9 11
Total 6 10 16

casos moderadamente/pouco diferenciados. Este achado
corrobora a ideia de que quanto mais indiferenciada é a
neoplasia, menor é o seu controle do processo de divisao
celular e maior é a sua proliferacdo.® Nesta avaliacao hou-
ve significancia estatistica entre a correlacdo dos tipos
tumorais e o indice de proliferacao celular (p < 0.05).

Nos estudos de Rodrigues et al., nao encontraram corre-
lacao entre a imuno expressao do KlI67 e valor prognosti-
co,”™" porém, a super expressao do Kl-67 associado a ideia
de descontrole mitotico, crescimento e proliferacao celular
descontrolada nao estariam associados a fatores progndsti-
cos e priorizacao de abordagem destes pacientes?

Fato interessante apontado em estudo retrospectivo
canadense, sobre a utilizacao clinica do Ki-67, evidencia
que a super expressao do Ki-67 se correlaciona com um alto
risco de recorréncia cervical apds tratamento com radiote-
rapia, sendo assim, tais casos deveriam ter tratamento em
estagios mais precoces e direcionados.

Outros sitios tumorais da regidao de cabeca e pescoco,
como a cavidade oral, também tém evidéncias que a super
expressao de marcadores como o p53 e o Ki-67 configuram
uma situacao de maior risco e pior prognoéstico ao esse tipo
de carcinoma escamoso.'”

Em estudo com animais expostos a tabaco foi observado
apenas o desenvolvimento de lesdes benignas e nenhuma
evolucao para tumores malignos. Na avaliacao histologica
desses animais foi observada uma auséncia de marcacao
pelo p53, porém foi notada uma positividade do Ki-67 rela-
cionado com a lesao pelo tabaco.™

Na avaliacao do prognoéstico clinico de pacientes com
carcinomas epidermoides de laringe, foi observado que o
marcador Ki67 associado ao Ki-S11 é uma ferramenta impor-
tante de auxilio na abordagem clinica e na analise do prog-
nostico. Os pacientes com baixa taxa de proliferacao celu-
lar avaliada por esses marcadores tiverem uma menor taxa
de recorréncias, com significancia estatistica (p < 0,05) e
com uma melhor sobrevida em 5 anos comparado ao grupo
com alta taxa de proliferacao celular.”

Para aplicacao clinica do Ki-67 ainda foi demonstrado que
0 grupo de pacientes com sua expressao considerada posi-
tiva teve maior taxa de recorréncia local, mesmo apos a
radioterapia. E sugerido que esses pacientes tenham um
protocolo de seguimento personalizado e mais por menori-
zado.' Porém em outro grupo de pacientes avaliados, foi
identificado que tumores gloticos que acometem a comis-
sura anterior e que apresentam super expressao do Ki-67
tiveram um desempenho melhor e tiverem seus tumores
considerados como radio sensiveis, com relevancia signifi-
cativa dos resultados.?

A literatura também aponta a metodologia empregada na
avaliacao anatomopatologica de carcinomas epidermoides
de laringe avancado. No estudo citado foi demonstrada
uma heterogeneidade na expressao do Ki-67 em areas de
atividade tumoral celular, portanto uma metodologia da
avaliacao deve ser bem estabelecida e a variabilidade de
estudos prévios que correlacionam a expressao dos imuno-
marcadores com fatores prognosticos pode ser explicada
por tal caracteristica.?!

A avaliacao de lesdes precursoras de carcinomas (hiper-
plasias, carcinoma in situ) também foram estudos com os
imunomarcadores como o Ki-67 e o p-16. Destas lesdes o
carcinoma in situ tende a ter maior positividade do que as
hiperplasias isoladas.?

Apesar de termos encontrado correlacao significativa
entre o indice de proliferacao celular e o grau diferencia-
cao histologica do tumor, houve dois casos (18%) em que
o indice de proliferacéo celular foi moderado/alto mesmo
em tumores bem diferenciados. Considerando que mes-
mos alguns tumores bem diferenciados apresentaram alto
indice de proliferacao celular, possivelmente estes tumo-
res apresentam comportamento mais agressivo, pois como
aumento populacional de células tumorais é grande a
chance de haver descontrole mitética é maior. Novos clo-
nes que podem ser mais agressivos por mutacoes, e difi-
culdade de restricao pelo sistema imunoldgico, podem ter
melhor resposta a quimioterapia e radioterapia. Conside-
ramos que futuros trabalhos para avaliar o comportamen-
to de tumores bem diferenciados com alto indice de pro-
liferacao celular poderao auxiliar no manejo destes
pacientes.

Vale ressaltar que apesar de nosso estudo ter tido um n
de 16 pacientes, limitado por dificuldade da obtencao de
material cirdrgico de casos gléticos bem diferenciados,
enfatizou o estudo nesta regido especifica da laringe, dife-
rente de outros estudos com n maiores que envolveram
pacientes com carcinoma de qualquer regidao da laringe.
Portanto nosso estudo corrobora a correlacao da expressao
maior do Ki-67 em tumores mais indiferenciados,?® e demons-
tra que esta correlacao também se aplica especificamente
para os tumores gloticos de laringe.

Acreditamos que a relacao entre a expressao do Ki-67
com critérios clinicos e prognosticos ainda nao é clara. Essa
relacdo ainda apresenta bastantes controvérsias na litera-
tura médica mundial, tanto em estudos clinicos quanto
experimentais. A relevancia da utilizacdo de imunomarca-
dores é evidente, porém outros estudos sao necessarios
para definir melhor em quais pacientes os imunomarcado-
res devem ser utilizados na pratica clinica.
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Conclusao

Este estudo demonstrou que o indice de proliferacao celu-
lar, medido pelo Ki-67 pode ser util na caracterizacdo do
grau histologico em tumores gloticos de células escamosas
da laringe. Outros estudos sao necessarios para avaliar o
comportamento de tumores bem diferenciados com alto
indice de proliferacao celular para definir a melhor condu-
ta terapéutica nestes pacientes. Outros fatores devem
estar implicados quanto a patogénese e progressao tumoral
desta doenca na glote.
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