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1. Inmtroducio:

As neoplasias malignas sdo responsaveis por 23% das causas de morte nos
paises desenvolvidos, causando mais de 530.000 obitos por ano s6 nos Estados
Unidos (COTRAN et al, 1994). Varios tipos de tumor, de origem epitelial,
mesenquimal ou germinativa, acometem pessoas e amimais de diversas idades e ragas.
Muitos fatores sdo causadores ou estfo associados a cada uma das neoplasias, alguns
diretamente relacionados, outros especulativamente lembrados.

Entre os principais tipos de céncer, o do eséfago € uma doenca severa na qual
ha uma longa fase de desenvolvimento subclinico em que uma variedade de fatores
podem interagir, tanto simultaneamente como em tempos diferentes. Esta neoplasia
tem atraido interesse crescente nos tltimos anos, sendo a sexta causa mais freqiiente
de mortalidade por céncer em todo o mundo e a quarta em paises desenvolvidos
(MUNOZ, 1993; REED & JOHNSTON, 1993). A caracterizagio dos tumores de
esdfago, elucidagdo de sua oncogénese e identificacio dos fatores de risco e das
populagdes sob risco sdo essenciais para um levantamento efetivo, resultando na
adog¢do de novas estratégias diagnésticas e terapéuticas (ASTE & CRESPI, 1993). O
tipo de cédncer de esOfago que predomina histologicamente € o carcinoma
epidermoide (REED & JOHNSTON, 1993), sendo que em um levantamento de 400
casos de cancer de esbfago, 85,3% eram carcinomas epiderméides e 11,4%
adenocarcinomas (CHENG & DAY, 1992)

Grandes variagdes na incidéncia de cancer de esdfago em diversos paises tem
sido observadas, tanto em homens como em mulheres. Em homens, as taxas mais

altas tém sido observadas em Calvados (Franga) na ordem de 26,5 por 100.000



habitantes, em Tianjin (China) de 16,6 por 100.000 habitantes € em Porto Alegre
(Brasil), cerca de 25,9 por 100.000 habitantes. Enquanto isso, nos paises do norte da
Europa sdo observadas taxas de incidéncia mais baixas, na ordem de 4,0 por 100.000
habitantes e no Reino Unido cerca de 4,9 por 100.000 (MACFARLANE & BOYLE,
1994; CHALASANI, 1998).

Entre as mulheres, a incidéncia de céncer de eséfago ¢ menor, mas taxas
elevadas tem sido observadas em Tianjin (China), na ordem de 8,0 por 100.000, em
Porto Alegre (Brasil) 6,9 por 100.000 e entre a populagio negra dos Estados Unidoég
Entretanto, as taxas mais altas tem sido relatadas em areas da India, Bangalore com
8,8 por 100.000 ¢ Bombaim com 8,4 por 100.000 habitantes. As areas do chamado
cinturdo asiatico do céncer de esoéfago, que se estende do oeste da Turquia, leste do
Mar Caspio até o norte do Ird e norte do Afeganistdo e areas do sul da antiga Unifio
Soviética, Turkmenistdo e Tajikistdo, até o norte da China, apresentam as maiores
taxas de ocorréncia de céncer de esbéfago, cerca de 100 por 100.000 habitantes.
(MACFARLANE & BOYLE, 1994).

Nos paises europeus, a proporgio de incidéncia de cadncer de eséfago para
homens e mulheres é de 4,4:1. Nos ultimos trinta anos, tem sido observado um
aumento no numero de casos em homens. No Reino Umdo, a taxa de incidéncia de
carcinoma epidermoéide aumentou de 1,9 para 2,1 por 100.000, no periodo de 1962 a
1981, enquanto que as taxas de ocorréncia de adenocarcinoma aumentaram seis vezes
no mesmo periodo, passando de 0,1 para 0,6 por 100.000 habitantes (POWELL &
MCCONKEY, 1990).

O céancer de esdfago pode ser dividido em duas categorias principais: aquele

associado ao tabaco e ao alcool e aquele ocorrendo em populacdes com uma dieta
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pobre, geralmente com falta de consumo de vegetais de folhas verdes, frutas citricas,
micronutrientes como o zinco, riboflavina e vitamina A, e outros fatores ainda
desconhecidos (CRADDOCK, 1992). Nestas circunstdncias, a mucosa do esbfago
torna-se mais suscetivel a diversos carcindgenos como micotoxinas, comeo ocorre em
Transkei, Africa do Sul (MARASAA et al., 1981), hidroxifenantrenos substituidos,
encontrados em uma forma pirolizada de Opio no Ird que é fortemente mutagénica
(GHADIRAIAN et al., 1990) e compostos com N-nitroso na China (REED &
JOHNSTON, 1993).

O alcool e o de fumo tém sido apontados como fatores responsaveis pela
maioria dos casos de céncer do eséfago, sendo estimado em 84% o risco de
ocorréncia atribuivel aos dois fatores no norte da Italia e de 87% no norte da Franca,
para pessoas do sexo masculino. Entretanto, também ocorre aumento no risco de
cancer de esdfago com o aumento do consumo de alcool mesmo entre ndo fumantes.
Além disso, o fumo aumenta de cinco a seis vezes os riscos de ocorréncia de cincer
de es6fago em fumantes, em comparagio com ndo fumantes, mesmo entre abstémios
(TUYNS, 1983; LA VECCHIA & NEGRI, 1989).

Além do fumo e do alcool, acredita-se que a condigdio em que o epitélio
escamoso que normalmente recobre o esofago distal € substituido por epitélio colunar
(esoéfago de Barrett) pode resultar no aumento do risco de ocorréneia de
adenocarcinoma do esdfago (CAMERON et al, 1985). A maioria dos
adenocarcinomas de esofago esta localizada no tergo inferior do 6rgdo (POWELL &
MCCONKEY, 1992)

E largamente aceito que a cinética das células dos tumores influencia o curso

clinico de pacientes com cancer. Recentemente cresceu o interesse na determinagio



imunoistoquimica de antigenos associados & proliferagfo celular, pois eles tém
demonstrado ser marcadores de prognéstico (HELLQUIST, 1997, JOCHUM, 1996) e
o estadiamento convencional utilizado- TNM da UICC ( Union Internationale Contre
Cancer) e o da AJC ( American Joint Committee), nfo fornece as informagdes de
maneira satisfatoria, visto haver subdivisdes dentro da classificaco original. Um dos
reagentes mais amplamente utilizados € o anticorpo monoclonal Ki-67, que pertence a
subclasse das imunoglobulinas G; (IgG;), o qual reage com antigenos associados
com a proliferagdo do nicleo celular. O gene para este antigeno esta localizado no
brago longo do cromossoma humano 10 (10g25) (FONATSCH et al. 1991). Este
antigenos sdo proteinas nucleares nfo histonas de 345 e 395 kD (GERDES et al.,
1991), comumente chamadas de pKi-67 e que estdo presentes em todas as partes
ativas do ciclo celular, Gy, S, G,, e mitose, mas estdo ausentes em Gy (GERDES,
1984). Estas proteinas tem sido detectadas dentro do nicleo, entre 90 e 95% no
nucléolo da célula e entre 5 e 10% no nucleoplasma , durante a metafase na superficie
dos cromossomas que estdo realizando a mitose (VERHEIJEN et al., 1989; ISOLA et
al., 1990).

Também tem sido demonstrado que as proteinas Ki-67 podem existir em
forma livre ou formando um complexo associando-se ao DNA de fita dupla. A
formagdo deste complexo aumenta a imunorreatividade do antigeno Ki-67,
aumentando a afinidade com MIB-1 em cerca de 50 vezes em relagfo a afinidade com
o anticorpo Ki-67, sendo mais reativo do que a proteina Ki-67 pura. Aparentemente, a
formacdo do complexo entre as proteinas Ki-67 e DNA de fita dupla ocorre devido a

existéncia de seqiéncias especificas do DNA (LOPEZ et al. 1994).



O valor diagnéstico direto e valor progndstico independente de coloragdes
com Ki-67 ja € bem conhecido. Entretanto, secgdes fixadas em formalina e embebidas
em parafina, rotineiramente processadas para imunoistoquimica, nfo coram com Ki-
67, uma vez que o epitopo que é detectado pelo Ki-67 ¢ destruido pelo processo de
fixacfo do tecido (GERDES et al., 1992). Novos anticorpos monoclonais como MIB-
1, 2 e 3, foram desenvolvidos, mas apenas os anticorpos MIB-1 e MIB-3 foram
capazes de marcar figuras mitéticas em preparagdes com parafina (CATTORETTI et
al., 1992).

MIB-1 e MIB-3 s#io anticorpos monoclonais preparados pela fusfo de células
do bago de ratos, da linhagem BALB/C, imunizadas com partes recombinantes do
antigeno de Ki-67, com células de mieloma de ratos, da linhagem celular
X63Ag8.653 (GERDES et al., 1983; CATTORETTI et al., 1992; KEY et al., 1993).

Os anticorpos monoclonais MIB-1 e MIB-3 sfo considerados verdadeiros
equivalentes ao antigeno Ki-67 com base em técnicas de imunocoloragiio de secgdes
congeladas, técnicas imunobioquimicas € moleculares (CATTORETTI et al., 1992),
¢ apresentam boa imunorreatividade em material fixado em formalina e congelado
(KEY et al, 1993; GERDES et al., 1992). Entretanto, em métodos de coloracio
imunoistoquimica de rotina em preparagdes com parafina, os anticorpos MIB-1 e
MIB-3 marcavam apenas figuras mitoticas , mas ndo as células proliferantes ndo
mitoticas, o que tornava o procedimento decepcionante (CATTORETTI et al., 1992).
Para contornar este problema, foi proposto um novo procedimento baseado em uma
modificagdo do método de SHI et al.(1991) com o tratamento dos cortes, apos a
retirada da parafina, em tampdo citrato (pH 6,0) por duas vezes em forno de

microondas a 700 W por 5 minutos (GERDES et al., 1992; CATTORETTI et al.



1992). Este procedimento tornou possivel a detecco do antigeno previamente
definido por Ki—67, em tecidos rotineiramente fixados em formalina e embebidos em
parafina, através da imunocoloragio com os anticorpos MIB-1 e MIB-3 de se¢des de
parafina processadas em forno de microondas. Neste procedimento, ndo ocorre a
reacio de colorag@io cruzada citoplasmatica de células epiteliais escamosas, observada

em material fresco congelado corado com Ki-67 (CATTORETTI et al., 1992).

1.1. - Comparacio do MIB-1 com outres marcadores

A taxa proliferativa dos tumores, um dos fatores prognosticos mais estudados,
tem sido avaliada através de diversos métodos. Entre eles, os indices de marcagio
celular através de coloracdes imunoistoquimicas do antigeno Ki-67 com MIB-1 tem
sido comparados com indices obtidos com diversos marcadores nos mais variados
tipos de tumores e de tecidos.

O mais antigo e utilizado método para medir a taxa proliferativa de tumores é
a contagem de figuras mitoticas em secgOes histopatolégicas de rotina. Tem sido
demonstrado que a contagem de figuras mitoticas correlaciona-se fortemente com o
prognostico nos casos de cancer de mama (BAAK et al., 1985; CLAYTON, 1991).
Diversas criticas tem sido formuladas em relagdo a este método baseadas na
subjetividade na identificagdo das figuras mitdticas, nas diferengas dos protocolos de
contagem, em fatores técnicos como tempo de fixagdo, espessura da secgdo,
heterogeneidade da distribuicdo das figuras mitdticas dentro do tumor e outras fontes
de variabilidade (HALL & LEVINSON, 1990; WOOSLEY, 1991; GILCHRIST,

1992; LINDEN et al., 1992)



Um meétodo, que era utilizado principalmente em laboratérios de pesquisa,
determina a incorporag:fa‘.o de timidina marcada. Apesar das taxas de proliferacio
determinadas por este método, correlacionarem-se com o prognostico, ©
procedimento ¢ tecnicamente dificil € ndo adequado para uso em procedimentos de
rotina (WOOSLEY, 1991; LINDEN et al., 1992)

Outro indice utilizado para avaliar a atividade proliferativa de tumores é a
incorporagdo de Bromodesoxiuridina (BrdUrd) em células na fase S. A relagio entre
os indices de marcacdo com Ki-67 e BrdUrd em um estudo com sec¢des congeladas
de tumores malignos de 20 pacientes, sendo cinco casos de cancer de mama, quatro
casos de cancer genital feminino, trés casos de céncer oral e oito casos de diversos
tipos de tumores, foi grandemente variavel de paciente para paciente, mas, em geral
os indices com Ki-67 foram maiores do que os indices com BrdUrd (SASAKI et al.,
1988). Os indices de proliferagdo com Bromodesoxiuridina (BrdUrd) e marcacéo de
Ki-67 com MIB-1 também foram comparados em meningiomas de 40 pacientes,
sendo 31 meningiomas benignos, 4 meningiomas atipicos ¢ 5 meningiomas malignos.
Os indices obtidos com MIB-1 foram maiores do que os obtidos com BrdUrd, nio
sendo afetados por pré-tratamentos com esteréides ou pela idade dos pacientes. A
atividade proliferativa pode ser determinada com MIB-1 em todos os tecidos de
meningioma rotineiramente fixados, inclusive de meningiomas intra-6sseos que
normalmente requerem descalcificagdo. O anticorpo monoclonal MIB-1 pode ser
utilizado como uma alternativa para a determunagdo de indices de proliferagéo,
evitando-se a administra¢do intravenosa de BrdUrd, uma droga potencialmente

mutagénica (LANGFORD et al., 1996).



Em oufro estudo, realizado por ITOH et al. (1993) em linguas de ratos, foi

determinado um indice de proliferaco com o emprego de BrdUrd. Os valores obtidos
foram menores para epitélio normal, na ordem de 3,49 *+ 0,49%, médios em

papilomas, na ordem de 8,24 + 1,76%, e maiores em carcinomas epiderméides, na

ordem de 13,36 £ 4,40%.

Também a medic¢io da fracdo na fase S por citometria de fluxo é um método
importante para a avaliagdo da taxa proliferativa. Varios estudos em carcinoma de
mama, tem mostrado uma importante associagdo entre a elevada fragio na fase Se o
progndstico pobre, sem relagdo com metdstases para linfonodos regionais
(KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995). Entretanto, este método necessita de
equipamentos caros, procedimentos complexos, interpretagio e pode produzir
resultados varidveis dependendo da propor¢do de células de tumor na amostra de
tecido (HALL & LEVINSON, 1990; WOOSLEY, 1991). Outras causas que podem
impedir a obtencgdo de resultados com este método sdo a falta de falta de padronizacéo
para o0 método e o uso de material congelado por alguns laboratérios e embebido em
parafina por outros (KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995).

Os problemas com a determina¢@io da fracdo na fase S e as controvérsias
envolvendo a contagem de figuras mitéticas tem levado os pesquisadores a buscarem
antigenos marcadores de proliferagdo para procedimentos de imunoistoquimica. Um
marcador imunoistoquimico frequentemente utilizado é o antigeno nuclear de
proliferagdo celular (PCNA). Em carcinoma de mama, tem sido observada a falta de
associagdo entre os indices de PCNA e a i1dade do paciente, o tamanho do tumor, o
envolvimento de nddulos linfaticos e as dosagens dos receptores hormonais

(GASPARINI et al, 1992; LEONARDI et al, 1992; FRIERSON, 1993;



SCHIMMELPENNING et al., 1993; TAHAN et al,, 1993; THOMAS et al., 1993;
KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995). Entretanto, os indices de positividade de
PCNA, em carcinoma de mama, correlacionaram-se com ¢ indice de MIB-1 e com a
contagem de figuras mitoticas por campos de 10 aumentos (FRIERSON, 1993;
TAHAN et al., 1993; KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995).

Um estudo imunoistoquimico da cinética celular de 62 tumores epiteliais de
timo com o uso de PC10, um anticorpo monoclonal para o antigeno nuclear de células
proliferantes (PCNA), e de MIB-1, anticorpo monoclonal para o antigeno Ki-67,
mostrou que, apesar de os indices de marcagio de PCNA serem consistentemente
maiores do que os de Ki-67, houve correlagio entre os indices de proliferagéo celular
obtidos com estes marcadores. Em geral, as imunocoloragdes de PCNA apresentaram
graduacdo na intensidade de marcagio nuclear e as de Ki-67 apresentaram coloragio
nuclear difusa com menor variagdo de intensidade e acentuaram os nucléolos (YANG
et al. 1996).

Varios estudos tem empregado o anticorpo PC10, para PCNA, o qual pode
ser utilizado em tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina. Comudo», a
disparidade de resultados de PCNA provavelmente reflete diversas variaveis que
podem afetar a positividade, como o tempo de fixagdo, o qual afeta substancialmente
a positividade de PC10 (LEONG et al,, 1993; COLTRERA et al., 1993), embora
existam trabalhos com resultados consistentes em relagio ao tempo de fixaco
(KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995). Recentemente foi sugerido que o emprego do
anticorpo monoclonal 19A2 para PCNA, juntamente com procedimentos de
recuperagdo antigénica de tecidos fixados em formalina, pode dar melhores resultados

em cancer de mama que o PC10 (VISSCHER et al., 1992)
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Dados recentes indicam que a detecgdo de PCNA em espécimes embebidos
em parafina ¢ dependente do manuseio do tecido e do procedimento de fixagio,
principalmente a fixacfo em formalina, a qual reduz a intensidade da coloragfo € o
numero de células positivas para PCNA (DIEBOLD et al, 1992; BUFFORD-
MASON et al,, 1994). Além destes fatores, o0 PCNA também pode ser expresso
como resposta a injuria em células néo proliferantes (WOLF & DITTRICH, 1992).

Com base em todas estas observacgées, tem sido sugerido que, para carcinoma
de mama, o PCNA nfo ¢ um marcador de proliferagio convincentemente ttil. Per‘
outro lado, os indices obtidos com anticorpo monoclonal MIB-1, utilizado em tecidos
fixados em formalina e embebidos em parafina, mostraram forte correlacio com a
contagem de figuras mitdticas, com o grau histolégico do tumor, com indices
bioquimicos e imunocitoquimicos de receptores hormonais e também com a
sobrevivéncia do paciente livre de doenga, sendo um meio util e largamente aplicavel
para avaliagfo da proliferagdo celular (KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995)

Recentemente, a expressdo da proteina p27, uma proteina inibidora da
atividade de quinase dependente de ciclina, codificada pelo gene p27°F', em tecidos
normais e neoplasicos for utilizada como marcador de ciclo celular em estudos
imunoquimicos e pode ser relacionada com a marcagdo do antigeno Ki-67 pelo
anticorpo monoclonal MIB-1. A expressdo do gene p27 foi inversamente relacionada
com o marcador de proliferagfo, o antigeno Ki-67, isto ¢, tecido normal que foi
fortemente positivo para p27 apresentou poucas células positivas para MIB-1
enquanto que neoplasias benignas ou malignas apresentaram poucas células positivas
para p27 e muitas para Ki-67. Apenas em hiperplasias ¢ adenomas de paratiredide os

indices de Ki-67 foram similares, enquanto que, para p27, ocorreram cerca de trés



11

vezes mais células positivas em hiperplasias do que em adenomas (LLOYD et al.

1997).

1.2. - Indices de proliferagio celular em outros tumores pela marcacio
com MIB-1

O percentual de células positivas, ou indice de marcagdo com Ki-67, obtido
por LLOYD et al. (1997) através da contagem ao acaso de 1000 células por lamina,
foi o seguinte: em suprarrenal variou de 0,2 + 0,1% para células de medula normal,
12 + 5,6% para feocromocitoma, 7,3 + 3% para ganglioneuroblastoma e 66 + 9,5%
para neuroblastoma; em mama 1,2 + 0,5% para tecido normal e 24 + 4% em
adenocarcinoma; em adenocarcinoma do célon 43 + 7,6%; em hepatocarcinoma 65 *
19%; em pulmdo 39 £ 8% para carcinoma ndo de pequenas c€lulas e 79 £ 2,4% para
carcinoma de pequenas células; em linfonodos 60 + 32% para linfoma; em
paratiredide 0,3 + 0,1% para tecido normal, 2 £ 0,3% em hiperplasia, 2,6 £0,2% em
adenoma e 11,7 £ 1,1% em carcinoma; em adenocarcinoma da prostata 13 + 5,5%;
em carcinoma medular de tiredide 5,3 = 1,2%; na pele 69 + 5,7% em carcinoma de
células de Merkel e 57 + 13% em melanoma.

Em um estudo com 135 carcinomas de mama utilizando-se coloragdo
imunoistoquimica, os indices de proliferagdo celular apresentaram um valor médio de
12,7% por 1000 células com Ki-67, variando de 0 a 48,2%, ¢ valor médio de 10,2%
com MIB-1, variando de 0 a 50% (KESHEGEGIAN & CNAAN, 1995).

No relato de um caso de paciente com carcinoma de paratiredide, uma doenga
incomum que ocorre em menos de 2-3% de todos os casos com caracteristicas de

hiperparatireoidismo primario e para a qual ¢ dificil de o estabelecimento de critérios
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morfologicos claros para a distingdo entre tumores benignos e malignos da
paratireoide, observou-se uma fragfo proliferativa de tumor de 56 nicleos positivos
para Ki-67 por 1000 células e uma contagem média de mitose de 0,5% nas células
positivas para Ki-67. Estes indices permitiram o diagndstico de carcinoma de
paratireoide apesar da escassez de sinais microscopicos considerados caracteristicos
de malignidade como presen¢a de muitas bandas fibrosas espessas ou nucléolos
proeminentes (DIONISIO et al. 1996).

Em tumores epiteliais de timo, o prognostico depende do cstégﬁ@
(invasividade) e do sub-tipo histologico e os indices de proliferagdo tem sido
utilizados como importantes indicadores do comportamento biologico dos tumores.
No estudo de 62 casos de tumores epiteliais de timo os indices de marcago de Ki-67
foram da ordem de 0,60% + 0,07% para 4 casos de timoma medular, de 0,94% =+
0,85% para 17 casos de timoma composto, de 2,18% =+ 0,21% para 11 casos de
timoma E)rganéide (predominantemente cortical), de 2,51% + 0,92% para 10 casos de
timoma cortical, de 3,11% £ 3,53% para 18 casos de carcinoma timico bem
diferenciado e para 2 casos de carcinoma timico pobremente diferenciado os indices
foram 11,4 e 7,5% (YANG et al. 1996).

Os indices de proliferacdo celular avaliados com técnicas imunoistoquimicas
com MIB-1 em meningiomas tipicos variaram entre 1,5% e 11,2% com mediana de
3,4%, em meningiomas atipicos variaram entre 2,9% e 12,6% com mediana de 6,6%
e em meningiomas malignos variaram entre 9,1% e 19,3% apresentando o maior
valor mediano 11,8% (LANGFORD et al., 1996).

NAGAO et al. (1995) encontrou indices de proliferagdo com MIB-1 que

variaram de 0% a 84,7% em figados com hepatite crénica a hepatocarcinomas pouco



i3

diferenciados, havendo correlagio desses indices com a taxa mitdtica e grau de
diferenciacdo tumoral.

Em um trabalho desenvolvido com tumores estromais do trato gastro-
intestinal ( CARRILLO et al., 1997), foram obtidos indices que variaram de 0,62% a
47,23%, os quais mostraram correlagio com o indice mitotico, ploidia, tamanho do

tumor e presenca de necrose,

1.3. - Utilizacdo de MIB-1 na previsio da recorréncia de tumores e
sobrevida de pacientes

A recorréncia e a sobrevivéncia de pacientes com carcinoma epidermoide de
laringe pode ser determinada através do emprego de fatores que reflitam a biologia do
tumor: analises de DNA, da morfologia do tumor ¢ o indice de marcagéo Ki-67, com
a utilizagdo de MIB-1. Esta bateria de testes permitiu o reconhecimento de pacientes
com alto risco de desenvolver a recorréncia do tumor, com a vantagem de que pode
ser realizada em espécimes de biopsia pré-operatoria, o que pode influenciar nas
decisdes com respeito ac manejo terapéutico e levar a uma terapia mais apropriada e
individualizada (WELKOBORSKY et al., 1995).

Em estudo de tumores epiteliais de timo, YANG et al. (1996) observaram que
os tumores de quatro pacientes, sendo trés com carcinoma de timo bem diferenciado e
1 cortical, recidivaram apds um periodo de acompanhamento de 6 meses, 1, 4 ¢ 7
anos. O timoma cortical, apresentando indice de marcacdo com Ki-67 de 1,1%,
recidivou apos 7 anos, sem evidéncia de morte do paciente apos 10 anos; um dos
carcinomas bem diferenciados de timo, apresentando indice de marcacio com Ki-67

de 2,4%, recidivou apds 4 anos, com morte do paciente pela doenga apds 7 anos;
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outro com indice de marcaciio com Ki-67 de 1,1%, recidivou apés 1 ano, com morte
do paciente pela doenga apos 5 anos; e outro com indice de marcagfo com Ki-67 de
10,9% recidivou apés 6 meses, com morte pela doenga aos 10 meses. Com a
utilizagdo do Ki-67, observou-se uma tendéncia ao aumento no indice de marcagio
com o aumento do estadgio do tumor, ocorrendo uma diferenga estatistica significativa
dos indices de marcagfo entre os estdgios menores € 0s mailores. Entretanto, a
correlagdo entre o indice de marcagdo e o periodo de recidiva nfo pode ser avaliada
devido ao pequeno tamanho do grupo de pacientes estudados.

A determinagio do indice de proliferagio com MIB-1 também foi estudada
em carcinoma epidermoéide do eséfago de uma amostra de 72 pacientes, sendo 20
mulheres com idade média de 64 anos e 52 homens com idade média de 61 anos,
estabelecendo-se o valor de indice de proliferacdo de 30% como limite para a
separagdo entre grupos com baixos indices (< 30%) e grupo com altos indices
(>30%). O tempo de sobrevivéncia médio para pacientes que tinham fumores com
baixo indice de proliferagdo for de 46,2 meses € de 16,3 meses para os pacientes que

tinham tumores com elevados indices de proliferacio (YOUSSEF et al., 1995)
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2. — Objetivos:

Este trabalho foi realizado com os seguintes objetivos:

- comparagido do indice de proliferagio celular em carcinomas epidermoéides
de esofago e em amostras de epitélio esofagico distantes 5,0cm e 10,0cm
do tumor, através da colorag@io imunoistoquimica com anticorpo
monoclonal MIB-1;

- comparagdo do indice de proliferagéio celular em carcinomas epiderméides
de esdfago e em amostras de epitélio esofagico distantes 5,0cm e 10,0cm
do tumor, através da coiorag;ée imunoistoquimica com anticorpo
monoclonal 7B11;

- comparagio dos indices obtidos pela marcagdo dos dois anticorpos,



16

3. — Materiais e Métodos

3.1 - Populacio amostrada

Este estudo abrangeu uma amostra de 18 pacientes da Irmandade Santa Casa
de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA) submetidos a esofagectomia com
diagnostico anatomopatologico prévio de carcinoma epidermoide de eséfago, que ndo
tivessem sido submetidos a quimio ou radioterapia prévias. Foram considerados
critérios de exclusfo a margem proximal menor do que 10cm e o prazo de ﬁxa@@
superior a 48 horas, de acordo com procedimento realizado por LAM et al. (1996).
Néo foi considerada necessaria a autorizagio do paciente ou da Comissio de Etica
para a realizacdo deste experimento, pois ndo houve qualquer alteragio em relagio a
conduta diagnéstica ou terapéutica, além de os dados de identificagio utilizados
serem somente de carater epidemiologico, sendo mantida em sigilo a identidade dos
pacientes. Ndo havia nenhum conhecimento prévio de qualquer condigdo referente ao
paciente. Todos os dados foram obtidos com base no prontudrio hospitalar, sendo
utilizados aqueles julgados necessarios para compor este trabalho. Os dados acima
referidos estavam descritos em um protocolo de pesquisa que acompanhava
prontuario de cada paciente (Anexo 1). As principais caracteristicas da populagio
amostrada, sexo, 1idade e utilizagdo de alcool e fumo sdo apresentadas na Tabela 1.
Nio fo1 feita avaliagdo quantitativa do consumo de alcool, chd ou chimarrfio, apesar
desses serem descritos como potenciais fatores de risco para carcinoma epidermoide

de eso6fago, por esses dados ndo constarem no prontuario hospitalar.
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3.2. - Amostragem

Foram coletadas amostras do tumor (na sua margem com o epitélio
macroscopicamente normal) e de duas areas localizadas cramialmente ao mesmo,
distando, respectivamente, Scm e 10cm da borda proximal desse. Os fragmentos
retirados mediam cerca de 1,0 x 0,5cm e, imediatamente apos sua extragdo, foram
fixados em formalina tamponada a 10%, por um periodo minimo de 24 horas e
maximo de 48 horas. O prazo decorrido entre a retirada do esofago e a imersdo dos

fragmentos no fixador variou de 40 a 150 minutos.

Tabela 1. — Caracterizagdo da populacdo amosirada quanto ao sexo, idade,
procedéncia e consumo de alcool e fumo.

Pacientes Sexo Idade (anos) Procedéncia Alcoolista Tabagista
1 Masculing 64 Porto Alegre sim nio
2 Masculino 62 Trés Coroas nio ndo
3 Masculino 49 Rio Pardo stm sim
4 Masculino 72 Bento Gongalves nio sim
5 Masculino 68 Lagoa Vermelha Sim sim
6 Masculino 62 Talio de Castilhos sim sim
7 Masculino 48 Ararangud sim sim
g Masculino 57 Sao Luis Gonzaga sim sim
9 Feminino 52 Roca Sales sim néo
10 Masculino 64 Santo Antdnio sim sim
11 Feminino 66 Livramento néo nao
12 Masculino 77 Esirela ndo sim
13 masculino 57 ND*

14 masculino 49 Teotbnia sim sim
15 masculino 64 Viamio nio sim
16 masculino 62 ND*

17 masculino 70 Encruzithada sim sim
18 masculino 53 Vendncio Aires sim sim

ND* = Informagdo ndo disponivel
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3. 3. — Processamento das amostras

Apos a fixaclo dos tecidos, realizou-se o processamento histologico de rotina
em aparelho histotécnico automatico, marca ANCAP, com ciclo de desidratagfo em
alcool por 9 horas, clarifica¢do em xilol por 3 horas e impregnagio em parafina por 3

horas, seguido da inclusdo em blocos de parafina.

3.3.1 - Procedimento

Os blocos de parafina foram processados pelo Laboratorio Anticorpos Ltda.
(Niteroi, RJ), sendo cortados em secgbes de 4 pum de espessura em micrétomo
manual American Optical, com navalhas descartaveis e confeccionadas duas ldminas
de cada bloco. Uma delas foi corada imunoistoquimicamente pelo método de
imunoperoxidase, sistema avidina-biotina (ABC), com o anticorpo monoclonal MIB-
1 (clone MIB-1, Immunotech), diluido em agua destilada estéril na proporgdo de
1:50, desenvolvido para identificag@io da fracdo carboxi terminal da proteina Ki-67,
marcadora do ciclo celular e a segunda lamina com um outro anticorpo monoclonal
marcador, também, do Ki-67 (clone 7B11, Zymed Technical Services), pronto para
uso. O 7B11, segundo informagdes pessoais de Steve Quinlivan, representante
técnico, e do Dr. Barry H. Hellman Jr, do Departamento de Patologia da do De Paul-
Bon Secours Medical Cebter, Norfolk, VA USA, ¢ um anticorpo de propriedade da
Zymed para detectar o proteina Ki-67 em cortes de parafina, o qual foi desenvolvido
a partir de uma seqiiencia de peptideos sintéticos da fragdo carboxi-terminal, da
mesma forma que o MIB-1, porém o exato sitio imunogénico por ele detectado nfo ¢
conhecido, por tratar-se de informacéo confidencial. As 1dminas foram previamente

preparadas com organocilano e a recuperagfio antigénica feita através de
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processamento em forno de microondas. Toda a técnica imunoistoquimica utilizada
foi semelhante para os dois marcadores. A contra-coloragdo foi realizada com

hematoxlina.

3. 4. — Avaliagiio das laminas

A leitura das l&minas foi feita em microscopio Nikon, Alphaphot 11, em 1000
aumentos, por um patologista sem que este soubesse qual dos dois marcadores estava
sendo analisado. Foram contadas todas as células coradas e, a seguir, as nfo coradas,
de diversos campos seqiienciais ao longo da amostra, até que se obtivesse um niimero
minimo de 2000 células. Determinou-se o indice de marcagdo (IM) calculando-se o
percentual de células coradas pelo anticorpo especifico em relagéo ao total de células
contadas. A contagem iniciou-se sempre por uma das extremidades do corte e incluiu
células de todas as camadas do epitélio, neoplasico ou nfo.

Nio for possivel a interpretaco “duplo cego™ de qual das amostras de cada
esofago estava sendo observada, pois as alteragdes histologicas da amostra de tumor

eram inequivocas para carcinoma epidermoide.

3.5 Analise estatistica

As médias dos indices de marcagdo das amostras de tumor e de epitélio
esofagico ndo neoplasico a 5 ¢ 10 cm do tumor de um mesmo marcador foram
comparados entre st utilizando-se o teste néo-paramétrico para amostras agrupadas
(teste vde Friedman) com alfa de 5%. Também foram comparadas as médias dos

indices de marcagio das mesmas amostras submetidas a coloragdo com marcadores
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diferentes (os anticorpos monoclonais MIB-1 e 7B11) utilizando-se o teste de Mann-

Whitney, também com alfa de 5%.



4. — Resultados

4.1 — Caracteristicas da populaciio amostrada.

Da populac@o amostrada de 18 pacientes, a maioria constituia-se de pacientes
do sexo masculino (16), sendo apenas 2 pacientes do sexo feminino. Os pacientes
apresentavam idades variando de 48 a 77 anos (com idade média de 60,89 anos)
(Tabela 1), sendo alcoolistas e tabagistas 50%, apenas alcoolistas 11,1%, apenas
tabagistas 16,7% e aqueles que ndo bebiam nem fumavam constituiam 11,1% da

popula¢do amostrada (Figura 1).

Figura 1. — Percentual de usuarios de alcool e fumo na populacdo da amostra.
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Os pacientes apresentavam diferentes graus de sintomatologia, sendo que

61,1% dos pacientes apresentavam disfagia a alimentos solidos, 11,1% apresentavam



disfagia a alimentos pastosos ¢ 16,7% a liquidos (Figura 2). Apenas um dos pacientes

ndo apresentou emagrecimento.

Figura 2. — Percentual de diferentes graus de disfagia apresentados pelos pacientes
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4.2. - Avaliagio anatomopatologica

Os esofagos ressecados mostravam tumores com tamanhos variando de 4 a 8
cm de didmetro maximo sendo que o maior nimero de pacientes apresentou tumores
com 5 cm de didmetro maximo (Figura 3). A maioria dos tumores (14 casos)
localizava-se no tergo distal, sendo que apenas em quatro casos o0s tumores

localizavam-se no ter¢o médio do eséfago.
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Figura 3 . Distribuigdo do niimero de casos em fungfo do tamanho do tumor
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A presenca de metastases, independente do ntmero e da localizagfo, foi
verificada em 11 pacientes e nio apresentou relacdo com o tamanho do tumor. A
auséncia de relagfo entre a presencga de metastases e o tamanho do tumor pode ser
devida ao pequeno tamanho da amostra populacional estudada.

A avaliag@o microscopica das amostras de carcinoma epidermoide revelou
que predominaram os tumores moderadamente diferenciados (77% dos casos). Os

demais graus de diferenciagdo compuseram o restante dos casos estudados (Figura 4).



Figura 4. — Percentual dos tumores quanto ao grau de diferenciacdo na avaliagio
anatomopatoldgica
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4.3. - Avaliaco do padrio das laminas imunoistoquimicamente coradas

Observou-se que todas as [dminas coradas com o anticorpo monoclonal MIB-
1, tanto da amostra de tumor (Figura 5) como de tecidos a 5 cm (Figura 6) e a 10 cm
do mesmo (Figura 7), apresentaram uma coloragfo nuclear forte ¢ homogénea, com
predominio da coloragio do nucléolo. Apresentaram também, uma leve coloragio
acastanhada sobre todo o corte, a qual nfo dificultou a diferenciag¢do entre coloragdo
de fundo e positividade nuclear, pois a intensidade e homogeneidade desta Ultima
foram marcantes.

As amostras de epitélio escamoso ndo neoplasico mostraram o padrdo de
colora¢do nucleolar mais evidente do que no epitélio neoplasico, como pode ser

observado na figura 8, apresentando nucleos corados predominantemente na segunda



Figura 5. — Carcinoma epidermoide de estfago corado com anticorpo monoclonal
MIB-1: A)- freqiiéncia e homogeneidade da coloragfo, observando-se
presenca de coloracfo de fundo (100 X)), B)- detalhe da intensidade dos
nucleos (400 X); C)- padrio de coloragéo nuclear com nucléolo evidente
(1000 ),
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camada de células, a partir da camada basal, e ao redor das papilas que invaginavam
o epitélio, como pode ser observado nas figuras 7-B e 9. Somente uma pequena
proporgdo de células da camada basal corou com o anticorpo monoclonal MIB-1,

Em relagdo as laminas submetidas & coloragdo com o anticorpo monoclonal
7B11, nas amostras de tumor ¢ de epitélio a 5 ¢ 10 cm, como pode ser observado nas
figuras 10, 11 e 12, verificou-se menos coloracio de fundo do que naquelas coradas
com MIB-1. Porém, a intensidade da coloragfio nuclear e nucleolar foi menor do que
a decorrente da exposi¢do ao MIB-1, havendo uma maior variabilidade na intensidade
da coloracdo dos ntlcleos. Esta variabilidade ndo prejudicou a contagem devido “a
auséncia de coloragdo de fundo, embora dificultasse a determinagfo do indice de
marcagdo. O padrio de coloragdo nucleolar predominou nas células positivas,
principalmente no epitélio ndo neoplésico. Interessantemente, da mesma forma que o
MIB-1, o anticorpo monoclonal 7B11 corou predominantemente os nucleos da
segunda camada de células, a partir da camada basal e das células ao redor das
papilas, havendo poucas células da camada basal coradas com o anticorpo.

As células das camadas intermediaria e superficial do epitélio esofagico ndo
exibiram imunorreatividade a nenhum dos marcadores como pode ser observado nas
figuras 7-A e B, em amostras coradas com o anticorpo monoclonal MIB-1, e nas

figuras 11-A e 12-A, coradas com o anticorpo monoclonal 7B11.
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Figura 9. — Epitélio esofigico ndo neoplasico com nucleos corados com anticorpo
monoclonal MIB-1, mostrando a disposico circundante das células
coradas ao redor da papila (1000 X).




Figura 10. — Carcinoma epiderméide de esdéfago corado com anticorpo monoclonal
7B11: A)- coloragfio nuclear difusa com baixa intensidade (100 X); B)-
distribuicdo irregular da coloragiio dos nucleos, alguns com coloragdo
apenas na periferia, outros fracamente corados com pouca coloragio de
fundo (400 X); C)- heterogeneidade da coloragdo nuclear dificultando a
diferenciaciio entre células positivas e negativas (1000 X).
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Figura 11. — Epitélio esofagico ndo neopldsico a 5 cm do tumor corado com anticorpo
monoclonal 7B11 mostrando o padrdo de coloragdo: A)- ter¢o inferior
do epitélio e ao redor das papilas (100 X); B)- células circundantes das
papilas (400 X); C)- coloragio difusa no nucleoplasma (1000 X).




Figura 12. — Epitélio esofagico ndo neoplasico a 10 em do tumor corade com
anticorpo monoclonal 7B11: A) - raras células coradas no tergo
inferior do epitélio e ao redor das papilas (100 X); B) — coloracdo
nuclear fraca presente em algumas células da camada basal (400 X);

C)- coloragio difusa e pouco intensa no nucleoplasma (1000 X)
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4.4. - Avaliacio do indice de marcaciio com ¢ anticorpo monoclonal
MIB-1

Na tabela 2 sdo apresentados os valores obtidos para determinag@o do indice
de marca¢fio com o anticorpo monoclonal MIB-1 em amostras de tumor € de epitélio
normal a 5 € 10 cm do tumor , dimensio maxima do tumor e presenga de metastases.
Os indices de marcacdo obtidos nas amostras de carcinoma epidermoide de eséfago
corados com MIB-1 variaram de 43,51% a 76,13% , nas amostras de epitélio a 5 cm
do tumor variaram de 4,21% a 14,83 e nas amostras de epitélio a 10 cm do tumor
variaram de 5,47% a 14, 67%. A média dos indices de proliferagfio na amostra de
tumor foi de 58,274 com intervalo de confianca com 95% entre 52,721 a 63,626.
Esses indices nas amostras de epitélio nfo neopldsico a 5 cm e 10 cm foram,
respectivamente, 9,664 (8,236-11,092) e 7,498 (6,467-8,529). A comparagio dos
indices obtidos mostra, como j4& era esperado, indices maiores com diferencas
estatisticamente significantes para amostras de tumor (Figura 13), quando

comparadas as amostras de epitélio ndo tumoral tanto a 5 cm do tumor como a 10cm.
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Tabela 2.- Indice de marcagio (%) com o anticorpo monoclonal MIB-1 em amostras
de carcinoma epiderméide de esdfago e epitélio esofigico nio neoplasico
distante 5 ¢ 10 cm do tumor, didmetro do tumor e presenca de metdstases.

Epitélio normal

Caso Didm. metist., Tumor

(cm) 5cm 10 cm
1 7 + 493 7,64 6,99
2 4 + 76,13 10,73 8.3
3 6 * 43,67 7,78 7,43
4 5 + 46,68 6,24 5,69
5 5 * 48,73 8,52 6,56
6 3 i 71,25 13,03 7,75
7 > + 64,28 14,83 14,67
8 ND - 53,48 6,1 5,67
9 6 + 4842 12,28 8,3
10 4 + 69,56 14.23 8,27
11 4 - 70,87 10,44 6,14
12 5 - 68,63 9,68 8,3
13 8 - 68,85 10,07 5,47
14 7 - 54,09 8.07 5.79
15 6 * 63,82 9,83 7,54
16 5 * 4351 9,82 6,12
17 6 - 453 9,56 8,11
18 4 - 62,36 421 7,87

Meédias 58,27 9,67 7,49




4.5. - Avaliacdo do indice de marcacdo com o¢ anticorpo monoclonal
7B11

Na tabela 3 sdo apresentados os valores obtidos para determinagdo do indice
de marcagéo com o anticorpo monoclonal 7B11 em amostras de tumor e de epitélio
ndo neoplasico a 5 ¢ 10 cm do tumor , didmetro maximo do tumor e presenga de
metastases. Os indices de marcagfo obtidos nas amostras de carcinoma epidermoide
de esdfago corados com 7B11 variaram de 42,55% a 75,45%, nas amostras de epitélio
ndo neoplasico a 5 cm do tumor variaram de 4,06% a 10,08% e nas amostras de
epitélio ndo neoplésico a 10 cm do tumor variaram de 4,01% a 9, 12%. A média dos
indices de proliferagio na amostra de tumor foi de 56,883 com intervalo de confianga
com 95% entre 51,512 a 62,253. Esses indices nas amostras de epitélio ndo
neoplasico a 5 cm e 10 cm foram, respectivamente, 8,058 (7,226-8,888) ¢ 6,843
(6,170-7,515). A comparagio dos indices obtidos evidencia indices maiores para
amostras de tumor (Figura 14), sendo que, como fo1 observado para o anticorpo MIB-
1, houve diferenga estatisticamente significante entre as amostras de epitélio tumoral

e nfo tumoral.
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Tabela 3 .- Indice de marcagiio (%) com o anticorpo monoclonal 7B11 em amostras de
carcinoma epidermoéide de esbfago e epitélio esofigico nfo neoplasico
distante 5 ¢ 10 cm do tumor, didmetro do tumor e presenca de metéstases.

Epitélio normal

Caso (Izliﬁ;m metiast.  Tumor 5 em 10 em
1 7 + 47,6 6,89 6,07
2 4 + 75,45 8,96 7,99
3 6 * 43,50 6,78 6,56
4 5 + 44,59 6,15 5,87
5 3 + 47,07 7,35 6,93
6 3 * 68,98 9,12 728
7 5 + 65,32 9,66 9,12
8 ND - 53,16 5,35 4 46
9 6 ”‘“ 45,73 9,14 8,45
10 4 + 67,54 10,08 8,17
11 4 - 70,12 9,34 6,78
12 5 - 65,32 8,46 761
13 8 - 65,66 10,07 5.99
14 7 - 54,84 7,84 6,02
15 6 + 61,47 8,14 7.43
16 5 * 42,55 8,54 6,19
17 6 - 46,87 9,11 8,24
18 4 - 58,13 4,06 4,01
Médias 56,88 8,05 6,84
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Figura 13. — Comparagfio entre os valores médios do indice de marcagio com o
anticorpo monoclonal MIB-1 em amostras de carcinoma epidermoide e
de epitélio esofagico normal a 5 e 10 cm do tumor.
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Figura 14. — Comparagdo entre os valores médios do indice de marcagdo com o
anticorpo monoclonal 7B11 em amostras de carcinoma epiderméide ¢
de epitélio esofagico normal a 5 e 10 cm do tumor.
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5. ~ Discussio:

O antigeno Ki-67 tem sido usado como marcador dos indices de proliferacio
celular em diversos tecidos, relacionando-se, inclusive, os indices de tumores com o
prognéstico do paciente ( CATTORETTI et al, 1992; JOCHUN et al, 1995;
DIONISIO et al., 1996; HELLQUIST et al., 1997).

Na literatura sfio frequentemente encontrados resultados de pesquisas com o
emprego do indice de marcagiio com MIB-1 mas o mesmo nfo ocorre com a
utilizagdo do anticorpo monoclonal 7B11, que ¢ facilmente encontrado no mercado e
cujo desenvolvimento € mantido como segredo industrial. Resultados de comparacdo
entre indices de marcagdo com estes anticorpos também ndo s@o encontrados na
literatura. Até o momento, este parece ser o primeirc trabalho em que os indices de
marcagdo com o anticorpo monoclonal MIB-1 sdo comparados com os indices de
marcagdo com o anticorpo monoclonal 7B11.

O achado das células positivas para os dois marcadores encontrarem-se
predominantemente na segunda camada de células a partir da membrana basal n§§ é
relatado na literatura. Dados obtidos em trabalho paralelo, em andamento, parecem
indicar que o fendmeno também ocorre em amostras de epitélio de es6fago humano
que ndo apresentam lesdo. Como o Ki-67 ¢ encontrado em todas as fases do ciclo
celular, exceto Gy, € possivel que este achado esteja relacionado a uma fase G longa,
ou seja, células que estio em Gy, com chance de entrar em Gy e diferenciar-se, que
provavelmente ndo re-entrardo no ciclo proliferativo, ainda coram com anticorpos
relacionados a este antigeno. Uma forma de tentar resolver esta questdo, seria atraveés

da determinag@o da duragfo de cada uma das fases do ciclo proliferativo do epitélio
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esofagico, através do método da timidina marcada (tritiada), através de pulsos. Esta
documentagfo, porém, apenas poderd ser feita “in vitro” e apés estudos para verificar
se o mesmo achado se repete em es6fagos de animais de laboratorio.

Niao foram observadas diferencas significativas entre os indices de marcagdo
com MIB-1 e com 7B11, sendo os valores obtidos muito semelhantes para os dois
marcadores, como pode ser observado nas tabelas 2 € 3 e nas figuras 13 e 14.

Os indices obtidos neste trabalho para as amostras de carcinoma epidermoide de
esofago corados com MIB-1 foram superiores aqueles encontrados por YOUSSEF et
al. (1995), que foram da ordem de 21,9 £ 14,4% em pacientes sem metastases
linfonodais e 31,4 £ 13,6% em pacientes com metéstases. Os autores compararam 0s
indices de tumores com didmetro maior ¢ menor do que 6 cm, os quais foram,
respectivamente 34,5 + 7,3% e 23,3 + 14,5%. Néo foi observada qualquer relagfo
entre os indices de marcacdo com MIB-1 e 7B11 com o didmetro dos tumores nem
com a presenca de metastases (Tabelas 2 e 3), provavelmente devido ao tamanho
reduzido da amostra estudada

Ja LAM et al.(1996), encontraram valores maiores, que variaram de 464 + 196
células positivas por 1000 células contadas, em tumores bem diferenciados, até 776 *
146 células positivas em 1000 células contada nos tumores pouco diferenciados.

REICHERT et al.(1998) encontraram indices de proliferagio celular de 26,5%
em carcinomas epiderméides bem diferenciados de cabega e pescogo e de 68,8% nos
pouco diferenciados, usando-se marcadores de Ki-67, havendo forte correlagdo entre
o grau de diferenciacio e o indice de marcag@o observado.

CHINO et al.(1998) relatam ter encontrado diferengas estatisticamente

significantes em carcinomas epidermoides superficiais de es6fago  quando
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correlacionaram os indices de proliferacdo celular obtidos com a marcagio com MIB-
1 com grau de invasdo, presenga ou ndo de metastases linfonodais e invasio vascular
e linfatica.

Como a amostra da populacio estudada neste trabalho foi muito pequena (18
casos) ndo foram estabelecidas as relagbes entre indices de marcacdo com sexo e
idade dos pacientes , sitio, diferenciagfo e estdgio do tumor. Neste trabalho, a média
dos indices das amostras de tumor foi comparavel a média de 623 = 186 por 1000
células obtida por LAM et al. (1996) para carcinomas epiderméides moderadamente
diferenciados.

Os indices de marcagio obtidos neste trabalho, para as amostras de epitélio
distantes 5 e 10 ¢cm do tumor, foram superiores aqueles observados na maioria dos
tecidos ndo neoplasicos estudados por LLOYD et al. (1997), mas sdo comparaveis
aqueles encontrados por HIRANO et al. (1993) em faringes normais, através do
método de marcacio com Bromodesoxiuridina, obtendo um indice de 162 + 52 4 por
2000 celulas contadas.

Entretanto, o indice de marcagio com Bromodesoxiuridina da mucosa do
intestino grosso em sitios diversos, adjacentes a um tumor, obtidos por POTTEN et
al. (1992) foi de 5,4% de células positivas na mucosa coldnica proxima ao tumor e
10% na distante e para a mucosa retal o indice foi de 4,6% nas 4reas proximas e de
8.,5% nas distantes, diferindo dos resultados obtidos no presente trabalho com MIB-1
e com 7B11, em que areas de epitélio esofagico peritumoral apresentaram indices

maiores do que de areas mais distantes.
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6. - Conclusdes:

O anticorpo monoclonal 7B11, comercialmente disponivel, apresentou
resultados praticamente idénticos aos do ao anticorpo monoclonal MIB-1
nas andlises de imunoistoquimica de amostras fixadas em parafina de
carcinoma epidermoide de esofago.

O indice de marcagio das amostras de carcinoma epidermoide foi
significativamente maior do que o mesmo indice medido nas 4reas nio
neoplasicas, distando 5 e 10cm do mesmo, independente do marcador
utilizado.

O indice de marcacio de todas as amostras de carcinoma epidermoide foi
sempre superior a 42% com ambos os marcadores, enquanto que nas
amostras de epitélio ndo-neoplasico o indice foi sempre inferior a 15%.
Tanto MIB-1 como 7B11 coraram mais células da segunda camada do que

da camada basal.
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Resumo

O carcinoma epiderméide de esdfago ¢ uma neoplasia freqiiente que tem altas
taxas de mortalidade, sendo que o curso clinico de pacientes com céancer ¢
influenciado pela cinética das células dos tumores. Recentemente cresceu o interesse
na determinagfio imunoistoquimica de antigenos associados & proliferagdo celular.
Entre essas substancias encontram-se os anticorpos monoclonais que identificam a
proteina Ki-67, a qual pode ser detectada em todas as fases do ciclo celular, exceto
Go. A quantificagdo da Ki-67 pelo MIB-1 e 7B11, em cortes parafinados, permite
estabelecer o indice de marcacdo, ou seja, o percentual de células que estfo
proliferando, que ja foi relacionado com o prognostico de pacientes em diversos
outros tipos de neoplasias. Este trabalho visou determinar o indice de marcagio, com
os dois anticorpos citados, em es6fagos ressecados por carcinoma epiderméide, tanto
na area de tumor, como em areas de epitélio ndo neopldsico distantes 5,0 e 10,0cm da
borda cranial do mesmo, comparando-se os indices intra-grupo e entre os marcadores
diferentes. Uma vez que os resultados mostraram uma distribui¢io ndo normal, foi
feita a analise estatistica usando-se os testes ndo-paramétricos de Friedman e Mann-
Whitney. Ambos os anticorpos apresentaram valores de p menores que 0,001 quando
se compararam as amostras de tumor 5,0cm e 10,0cm em cada esofago (teste de
Friedman). Os valores de p para cada sitio estudado, comparando-se os dois

marcadores, foi de 0,5902 nas amostras de tumor, 0,0315 a 5,0 cm e 0,4098 a 10,0cm.
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Summary

The squamous esophageal cancer is a prevalent clinical condition in our state.
Usually it is associated with high morbidity and mortality. Among the efforts done
in order to change this scenario, the improvement on the knowledge of its molecular
biology is of utmost importance. We intended to study how MIB-1 and 7B11
(monoclonal antibodies for Ki-67) are expressed on these tumors. The Ki-67 is a
protein found in all cell cycles but GO. In consequence it 1s used as a marker for cell
proliferation. The analyses of the labeling indexes for MIB-1 and 7B11 were
performed using surgical specimens of esophagectomy for squamous cancer of the
esophagus. Samples were taken from tumor and from normal esophageal tissue 5cm
and 10cm away from the gross border between tumor and the esophagus. The
comparisons of labeling indexes of proliferation were performed among the different
sites (tumor, Scm and 10cm) for each antibody and between same sites for distinct
antibodies. Since the data had non normal distribution the statistical analyses were
done using non parametric tests of its frequencies ( Friedman and Mann-Whitney
tests). For both antibodies we found p values lesser than 0,0001 when considering
comparisons done among samples from tumor, 5cm and 10cm for each of them
(Friedman test). The calculated p values for each site between the antibodies were

0,5902 (tumor), 0,0315(5cm) and 0,4098 (10cm).



ANEXO A

PROTOCOLO - CANCER DE ESOFAGD
DATA INTERNACRAO: / / DATA DE ALTA: / o
IDENTIFICACAD: NOME: REGISTRO: N
idage cor: sexp:  natural: profissio;
Bngerego: cidade: fone:
Fatores de risco: ( ) dlcool tipo: quantid, : tempo
() fumo tipo: quantid.: tempo:
() chimarrde () café ()} cnd
Sintomas: 0 ( ) sem disfagia { ) disfagia~inicio:
1 () solidos ( ) odinofagis-inicio:
2 { ) pastosos { ) emagrecimento-Kg/tempo:
3 () licuicoes ( ) outros:
4 () tozal
Exame fisico: alturs: pesae: estado geral: prega cutanesa
masszs palpaveis: LoQue retal:
EXAMES COMPLEMENTARES:proteinas totais: albumina: FA: CER:
HE Hb Leococitos Linfocitos: ransferring: TGO TGP
GASCHMITRIA ARTERIAL 1pH: 5802 5all2: S SztlZ HCCZ: oo
ESPIRIMITRIA: VIFT: C
BRONCCSCOPIA:
EDA:tioo: aiwura LnzTomo-pat
RX TORAX:
REED: Iscal exTensao:. Culros:
ECOGRATIA:
TOMOGRAFIA:
Estadiamento:(TMN) T: M1 & Tgtacios I( ) IX0 ) 1120 ) 1v( )
Preparo pré-operatorio:*nNeY { ) tempo *QxT ( ) croga: tempo:
*tntersl () tempc *RxT ()} rads: temdo
Cirurgis:cata: /¢ orocesinento ( Jantericr { )poste
( Jpilzcroplastis Yjeiuncszomis ( )dreno térax-{ )dir{ Jesq temno:
Pos-operatoric:UTI(smpo): SNG(tempo) inicio VO: alta apds _ di

drengs{tempo):

Estacizmento PC: T M N
Exames PC:igasometriz: oH 202
Segulmento: 309 PO Jdistagiz  (

502 ¢

Cstadio: I( ) IX0 ) Triloy v
5sC02: 8t e Coz:

1 Cve

o

53



54

ANEXO B

ZYMED LABORATORIES, INC.
458 Carlton Court

08-0192 6 mi So. San Francisco, CA 94080

Mouse Anti-Human
Lot lio Ki-B7 antigen Phone (800) B74-4494
) 70536578 R FA}E (415) 871-4499

MONOCLONAL MOUSE ANTI--HUMAN Ki-67 ANTIGEN

FORM:
Liquid. Ready-to-use (DO NOT DILUTE). This antibody, stored in PBS containing
BSA and 0.05% sodium azide (NaNgl, consists of purified immunoglobulin

fractions derived from ascites.

SPEC/ICITY:

This antibody was creatsed by using a synthetic peptide representing one
antigenic site of Ki-67 cDNA sequence as an immunogen. [t reacts with Ki-67
nuclear antigen expressed on afl human proliferating cefls. [t recognizes al
stages of the celi cycle, including late G1, S, M, and G2 phases, but pot in GO
phase,

CLONE: 7B11 ISOTYPE: igG1

APPLICATION:

This antibody can be used to identify the proliferative grade of cell growth, It
has been tested as a marker to deline growth fraction in benign and malignant
tissues, such as prostate, breast, and lymph tissues. Therefore, it may play a
role as a prognostic factor of malignant tumors.

RECOMMFENQED GIHDELINES FOR 1ISE:

This antibody is suitable for immur ochemical staining of formalin-fixed paraffin
embeded or frozen tissue sections. For formalin-fixed paraffin embedded tissue
sections, trypsin digestion {Zymed cat No. 00-3003 or 00-3008) followed by
Protocol for Heat induced Antigen Recovery Is required for specific stalning.
{Zymed suppliss instructions for the Heat induced Antigen Recoveryl. To stain,
incubate overnight at 4°C.

Zymed's prediluted antibodies weve standardized using Zymed's Histostain-SP
{AEC) or Histostain-SAP (AP-Red} Kit. If DAB is used as a chromogen for
immunoperoxidase staining, a further dilution of the primary antibody may be
required.  Other detection systems can be used, but In some cases the
incubation time may vary.

STORAGE:
Store gt 2-6°C

REFERENCES:

1. Gerdes J., et al: Int.J. Cancer 31:13, 1883

2. Gerdes J., et al: J, Immunol 133:1710, 1984

3. Key G, et al: Lab Invest 68: 629, 1992

4. Munskata S., Hendricks J.B.: J. Histochem Cytochem 41:1241, 1593
5.Railo M, et al: Br J Cancer 68:579, 1983

oo ossaoniv Notfor use n diagnostic orocedures.
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Antigen Recovery
A Hear Induced Epitope Retrieval (HIER) procedure

Antigen Recovery was developed at Zymed Laboratories. It is used to revesse the loss
of antigenicity that occurs with some epitopes in formalin-fixed, paraffin-embedded tis-
sues. We have found that some antibodies require Antigen Recovery (e.g., estrogen re-
ceptor, and Ki-67 antibodies), while the staining of many other antibodies will be en-
hanced by Antigen Recovery (¢.g., S-100, cytokeratin, and synaptophysin antibodies).
No licensire fee is required for using Antigen Recovery. Please call us if you have any
questions.

A. Materials
- Hot plate
- Hiter glass beaker
- 0.01 M citrate bulfer, pH 6.0 (Zymed cat. no. 00-5000)
-PBS

B. Protocol
Deparatiize slides.

Qptional: Toeliminate endogenous peroxidase activity, treat tissue sections with 3%
H,0, in absolute methanol for 10 minutes.

1.° Wash slides with distilled water 3 times for 2 minutes each.

2. Puttheslides in a slide rack and place it ina 1 liter glass beaker (Pyrex)
containing 500 ml of 0.01 M citrate buffer.

Place beaker on hot plate. Heat the solution until it beils and keepitho.  gfor
10 minutes.

4. After heating, remove beaker from the hot plate and allow it to cool down for at

S VLD et e e,
AL 3U-LUTHIULES au TOOM ICMLCTdwuie.

Lo

5. Rinse slides with PBS and start the immunostaining protocol.

*Note:
Tissues should be mounted on silane or poly-L-Lysine coated slides, or slides
coated with HistoGrip™ (Zymed cat. no. 00-8050).

458 Corlion Court > South San Frondsco « CA 94080 Jo95008
Customer Servics: 1-800-874-4494 [ FAX: 415-871-4499

z ZYMED Laponaronies INC.



