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RESUMO

O antigeno Ki-67 ¢ utilizado para avaliar a atividade proliferativa em virios tumores. No entan-
to, o papel do Ki-67 como fator progndstico em cincer de mama é ainda indefinido. O objetivo
do trabalho foi analisar a expressao do antigeno Ki-67 correlacionando com fatores clinico-pato-
légicos e sobrevida em pacientes com cincer de mama. Realizou-se a andlise imunoistoquimica
utilizando anticorpos monoclonais MIB-1 em 140 amostras de cincer de mama de mulheres
com idade entre 27 e 90 anos, atendidas no Hospital Aradjo Jorge da Associagiao de Combate
ao Cancer de Goids. O ponto de corte para a andlise foi de 25%. A sobrevida global em cinco
anos foi de 77,1%. Houve sobrevida significativamente pior nos casos com linfonodos positivos
(p < 0,0001), tumores maiores (p < 0,0001), estddios mais avangados (p < 0,0001) e pacientes
com receptores hormonais negativos (p = 0,019). Pacientes com imunodetecgio de Ki-67 em
mais de 25% das células tiveram pior sobrevida quando comparadas aquelas que expressaram
Ki-67 em menos de 25% das células examinadas (70,8% x 82,7%), porém essa diferenca nio foi
estatisticamente significativa (p = 0,094). A hiperexpressio do Ki-67 nao se correlacionou com
pior sobrevida no grupo de pacientes analisadas.

ABSTRACT

The Ki-67 antigen is used to evaluate proliferative activity in several tumors. However the role of the
Ki-67 as a prognostic factor in breast cancer is still undefined. The aim of present study was to analyze
the expression of Ki-67 antigen correlating with clinicopathological factors and survival in patients with
breast cancer. We carried out an immunobistochemical analysis using MIB-1 monoclonal antibody in
140 specimen of breast cancer of women with age between 27 and 90 years. The cut-off point was 25%.
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The five year overall survival was 77.1%. There was a significant worse survival of patients with node

positive (p < 0.0001), larger tumors (p < 0.0001), more advanced stages (p < 0.0001) and with negative
hormonal receptors (p = 0.019). Patients with Ki-67 immunodetection in more than 25% of the tumors
cells showed a poorer outcome when compared with those that express Ki-67 in less than 25% of the
cells examined (70.8% x 82.7%), however this difference was not statistically significative (p = 0,094).
The overexpression of Ki-67 did not correlate with a worse survival in the group of patients analyzed.

Introducao

O céncer de mama ¢ uma das neoplasias mais frequentemen-
te diagnosticadas entre as mulheres no mundo ocidental.
O tamanho do tumor, o tipo histoldgico, as caracteristicas
celulares e nucleares, o indice mitético, a invasio vascular,
os receptores hormonais e o status dos linfonodos axilares sio
biomarcadores de prognéstico rotineiramente utilizados'.

Nas tltimas décadas, os marcadores de proliferagio
celular vém sendo avaliados extensivamente como ferra-
mentas progndsticas no cincer de mama. Entretanto, os
Ginicos fatores prognésticos que sio utilizados na tomada
de decisdo clinica se baseiam em algumas caracteristicas
histopatolégicas, como o tamanho do tumor, o szzzus no-
dal e dos receptores hormonais, a presenca de metéstases
a distancia, o tipo histolégico, a invasio linfovascular, a
amplificagdo do c-erbB-2 e a idade?.

Entre os diversos marcadores de proliferagio celular, a
proteina Ki-67 é a mais frequentemente avaliada no cincer
de mama’. Ela foi identificada por Gerdes e colaboradores
em 1991 como uma proteina nuclear nao histénica, apés
o anticorpo correspondente ter sido descrito pelo mesmo
grupo em 1983%.

A proteina Ki-67 estd presente em todas as células em
proliferagio e hd grande interesse no seu papel como mar-
cador de proliferagio celular®’. O fato de a proteina Ki-67
estar atuando durante todas as fases ativas do ciclo celular
(G1, S, G2 e mitose), exceto na fase de intérfase (G0), a
caracteriza como um excelente marcador para determinar
a fragdo proliferativa.

A imunodetecgdo da proteina Ki-67, quando em hi-
perexpressao, tem sido utilizada em muitos estudos como
um fator prognéstico e como marcador preditivo no cin-
cer de mama precoce. Existem poucos trabalhos analisan-
do o valor preditivo de resposta 2 quimioterapia primdria.
A maior parte dos estudos ¢ retrospectiva com esquemas
terapéuticos e metodologias diversas, produzindo resulta-
dos conflitantes’.

A anilise da proteina Ki-67 como parimetro inde-
pendente revela que pacientes com hiperexpressio dessa
proteina apresentam sobrevida global e intervalo livre de

doenga significativamente menor, tanto em pacientes com
linfonodos negativos quanto positivos’.

O objetivo deste trabalho é avaliar as possiveis associa-
¢bes entre a imunodetecgao da proteina Ki-67 e as carac-
teristicas clinico-patoldgicas e sobrevida de 140 pacientes
com cancer de mama tratadas no Hospital Aratjo Jorge da
Associagiao de Combate ao Cancer em Goids.

Métodos

Neste estudo retrospectivo foram incluidas 140 pacientes do
sexo feminino portadoras de cincer de mama nos diversos
estddios clinicos, com idade variando de 27 a 90 anos, aten-
didas no Hospital Aratdjo Jorge (HAJ), em Goidnia — GO,
entre os anos de 1997 e 2000, cujos espécimes de bi6psias
ou de pegas cirtirgicas fixadas em formalina e incluidas em
parafina foram submetidas 4 andlise imunoistoquimica para
avaliagdo da imunodetecgio da proteina Ki-67. As caracteris-
ticas clinico-patoldgicas, tais como tamanho do tumor, status
nodal e dos receptores hormonais e metdstases a distincia,
foram também analisadas.

Para os casos em que se constatou perda de seguimento
antes de cinco anos, foram feitas buscas por meio de con-
tato telefénico e pesquisa no Registro de Céncer de Base
Populacional de Goiania, resultando apés as buscas em
uma perda de seguimento de 12 pacientes (8,6%). Utili-
zou-se para esses casos a data de censura como sendo a da
tltima consulta contida no prontuirio.

A anilise imunoistoquimica foi realizada no Laboraté-
rio de Imunoistoquimica do Departamento de Anatomia
Patolégica do HAJ, empregando o método da estreptoavi-
dina-biotina-imunoperoxidase (Super ABC Kir universal,
Novocastra). Para detecgao do antigeno Ki-67, utilizaram-
se anticorpos MIB-1 (Dako). Os cortes montados em l4-
minas silanizadas foram desparafinizados com o uso de
xilol e hidratados em uma bateria de etanol com concen-
tragées decrescentes até 50% e dgua destilada. O bloqueio
da peroxidase endégena foi feito em peréxido de hidrogé-
nio a 3%, durante 30 minutos, e depois as laminas foram
lavadas com tampio fosfato (PBS) pH 7,4 por 5 minutos.
Em seguida, os cortes foram submetidos a recuperacio
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antigénica, utilizando-se de tampao citrato 10 mM pH
6,0 (Merck) em panela de pressio por 5 minutos. Depois
foram lavados com tampio PBS por 5 minutos. As lami-
nas foram, entio, incubadas a 4 °C, overnight, com o an-
ticorpo monoclonal MIB-1 (1:400), diluido em solugao de
PBS com albumina bovina a 1%. Apés a incubagao com os
anticorpos primdrios, as laminas foram lavadas 3 vezes em
PBS, por 5 minutos, e incubadas durante 1 hora com o an-
ticorpo secundério biotinilado (Super ABC Kir universal,
Novocastra). Novamente foram lavados com PBS e incu-
bados com o complexo biotina-avidina-peroxidase (Super
ABC Kit universal, Novocastra) por 40 minutos. Apés
nova lavagem com PBS, por 5 minutos, as reagoes foram
reveladas com tetra-hidroclorato de 3-3" diaminobenzidi-
na (Sigma), por 5 minutos, e levemente contracoradas com
hematoxilina. Em seguida, as laminas foram desidratadas
e montadas com laminula. Pelo menos dois profissionais
avaliaram de forma independente a expressao do antigeno
Ki-67 em, no minimo, 200 células tumorais. Nos casos
conflitantes, o resultado final foi concluido pela analise
conjunta da equipe. Adicionalmente, era desconhecida a
histéria clinica individual das pacientes durante a andlise
microscépica. O padrio para marcagio positiva foi a co-
loragao especifica do nicleo celular. A imunomarcagio do
Ki-67 foi pontuada quanto a proporgio de células marca-
das em relagio ao total de células tumorais, obtendo-se um

indice de proliferacao celular expresso em porcentagem.
O cut-off utilizado foi de 25% (Figuras 1 e 2), baseado em
Spyratos et al.®.

F . . E h 3 4

: o > % J L
Figura 1. Fotomicrografia mostrando carcinoma de mama com expressao do Ki-67
em mais de 25% das células tumorais examinadas.

O teste do qui-quadrado foi utilizado para testar a as-
sociagio entre as varidveis qualitativas. As curvas de sobre-
vida, estimadas pelo método de Kaplan-Meier, foram uti-
lizadas para descrever as proporgoes acumuladas de 6bitos
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando carcinoma de mama com expressao do Ki-67
em menos de 25% das células tumorais examinadas.

(sobrevida global) conforme o tempo de acompanhamento
das pacientes e da varidvel selecionada. O teste Log-rank foi
empregado para comparagio das fun¢oes de sobrevida para
cada varidvel. As andlises foram realizadas com o programa
estatistico MedCalc versio 10.0 (Mariakerke, Bélgica).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids.

Resultados

A média de idade das pacientes estudadas foi de 49,5 anos, e a
mediana foi de 48 anos. Das 140 pacientes, 79 (56,4%) foram
diagnosticadas na pré-menopausa.

Quanto ao tipo histolégico, 115 (82,1%) tumores
eram do tipo carcinoma ductal infiltrante, 5 (3,6%) eram
medulares, 3 (2,1%) eram lobulares, 3 (2,1%) eram carci-
nomas 7 situ e outros 8 (5,7%) se dividiram entre doenca
de Paget e associagao de dois ou mais tipos histolégicos.
Em 6 (4,3%) casos o tipo histolégico do tumor nao foi in-
formado. A tabela 1 apresenta a descri¢ao das frequéncias
das varidveis relativas as caracteristicas clinico-patolégi-
cas analisadas.

A sobrevida global em cinco anos foi de 77,1%
(Figura 3), sendo de 62,9% para as pacientes com metdstases
linfonodais e 91,4% para aquelas sem metdstases (Figura 4)
(p < 0,0001). As pacientes com tumores menores do que 2
centimetros apresentaram sobrevida de 100%, as com tu-
mores entre 2 e 5 centimetros, de 81,7%, enquanto para
aquelas com tumores maiores do que 5 centimetros a so-
brevida foi de 55,3% (Figura 5) (p < 0,0001). Em relagao
ao estadiamento clinico na admissio, constatou-se elevada
diferenca na fungio da sobrevida, variando de 100% para
pacientes no estiddio 0 até 0%, no estddio IV. As pacien-
tes no estadio I tiveram sobrevida de 94,4%, as do esta-



Tabela 1. Caracteristicas tumorais das pacientes estudadas

Varidvel N %

Grau de anaplasia

I 8 57
11 77 55,0
III 27 19,3

Nio avaliado 28 20,0

Receptor de estrogénio
Negativo 76 54,3
Positivo 64 45,7

Ki-67
225% 75 53,6
<25% 65 46,4
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Figura 3. Sobrevida global.

dio II, de 81,8% e as do estddio III, de 68,6% (Figura 6)
(p < 0,0001). Considerando os receptores hormonais de es-
trégeno (RE) e progesterona (RP), a sobrevida foi de 94,7%
para as pacientes que apresentavam ambos os receptores po-
sitivos, de 74,3% para ambos negativos, de 66,7% para re-
ceptores de estrégeno negativos e de progesterona positivos
e de 60% para as pacientes com receptores de estrégeno po-
sitivos e de progesterona negativos (Figura 7) (p = 0,019).
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Figura 7. Sobrevida e status dos receptores hormonais.

Nio houve diferenga significativa na sobrevida das pa-
cientes com relagao a idade (maior ou menor de 40 anos),
status menstrual (pré e pés-menopausa) e grau histolégico
(alto e baixo grau).

Na andlise imunoistoquimica do Ki-67, as pacientes
com expressio menor do que 25% apresentaram sobrevi-
da maior (82,7%) em relagao as pacientes com expressao
do Ki-67 acima de 25% (70,8%). Apesar das diferencas
observadas, estas nao foram estatisticamente significativas
(Figura 8) (p = 0,094).

Foi observada associagio entre a expressio do Ki-67
com o tamanho do tumor (¥ = 7,43; p = 0,024) e com

a negatividade do receptor de estrégeno (x ? = 4,40;
p = 0,030).
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Figura 8. Sobrevida e expressao do Ki-67,

Discussao

O gene Ki-67, localizado no brago longo do cromossomo hu-
mano 10 (10g25)°, codifica duas formas de mRNA, resultado
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de splicing alternativo. Com isso, hd produgio de duas isofor-
mas da proteina — a isoforma “grande”, com uma massa mole-
cular calculada de 359 kD, e a isoforma “pequena”, com massa
de 320 kD. A presenga ou a auséncia da sequéncia codificada
pelo éxon 7 do gene diferencia uma isoforma da outra'®.

Durante a intérfase, a proteina Ki-67 estd localizada
principalmente no nucléolo, enquanto na mitose estd pre-
sente em todos os cromossomos, formando uma estrutura
reticular que circunda o cromossomo na metéfase'’. O seu
papel ¢ vital na proliferacio celular, uma vez que a inibi-
¢ao de sua expressdo, utilizando nucleotideos antissenso,
impede tal proliferagio'.

Poucos estudos relatam a imunodetecgao da proteina
Ki-67 no tecido mamadrio normal. Nas amostras de mama
normal ou no epitélio normal junto a fibroadenomas, a
expressdo da proteina Ki-67 é baixa (< 3% das células)'?,
porém estd hiperexpressa, com alta diferenga estatistica
em relagdo ao tecido normal, na hiperplasia de tipo usual
(HUT — hyperplasia of usual type), que é uma lesio comu-
mente associada com o aumento de risco e subsequente
desenvolvimento do cincer de mama'.

Ha forte evidéncia na capacidade de Ki-67 em discri-
minar grupos de bom e mau prognésticos na populagio de
pacientes com linfonodos negativos, quando considerado
como varidvel independente'.

A imunodetec¢io da proteina Ki-67 foi considerada
fator prognéstico relevante em 100% dos estudos analisa-
dos por Colozza et al?, em uma revisao de literatura com
5.137 pacientes.

Azambuja ez 4l, em uma metandlise envolvendo
12.155 pacientes, concluiu que a expressio de Ki-67/
MIB-1 confere pior sobrevida e maior risco de recidiva
em pacientes com cancer de mama precoce, além de estar
associada com maior risco de recidiva em pacientes com
linfonodos positivos e negativos no cincer de mama.

Em outro artigo de revisio e metandlise, Stuart-Harris
et al.', avaliaram 43 estudos com um total de 15.790 pa-
cientes e concluiram que, na grande maioria dos estudos,
existe correlagao entre a imunodetecgio de Ki-67 e o pior
prognéstico em pacientes com cincer de mama.

Na presente casuistica a média de idade foi de 49,5 anos,
com 56,4% das pacientes na pré-menopausa. O tipo histols-
gico mais comum foi o carcinoma ductal infiltrante (82,1%).
Das 140 pacientes do sexo feminino, 33 (23,6% das pacien-
tes estudadas) evoluiram para o ébito — 32 pacientes (22,9%)
por neoplasia e apenas 1 (3% dos 6bitos) por causa nio re-
lacionada 4 doenga maligna, tendo o ébito sido causado por
uma pneumonia associada a diabetes mellitus.

A maioria das pacientes foi diagnosticada no estddio
clinico II (55,8%), com a maior parte dos tumores apre-
sentando entre 2 e 5 centimetros e 50% delas apresentan-



do linfonodos comprometidos pela neoplasia, resultados
semelhantes aqueles encontrados na literatura’.

A associagdo observada entre a expressio do Ki-67, o
tamanho do tumor e a negatividade do receptor de estré-
geno pode ser explicada pelo fato de representarem fatores
de piora no prognéstico'®.

A sobrevida global em cinco anos foi de 77,1% (Figura 3),
variando de 62,9% entre as pacientes que apresentaram
metdstases para linfonodos, e 91,4% para as que nao apre-
sentaram (Figura 4) (p < 0,0001), resultados semelhantes
foram encontrados por Mendonga e /.7, em 2004.

A sobrevida nos diversos estddios foi de 100% no es-
tadio clinico 0, de 94,4% dos casos no estddio clinico I,
de 81,8% dos casos no estddio clinico II e de 68,6% no
estddio clinico III; nenhuma paciente encontrava-se viva
no estadio clinico IV apés cinco anos de seguimento
(Figura 6) (p < 0,0001).

O grau histolégico, a idade e o status menstrual nao
mostraram correlacio com a sobrevida. Estudo de Men-
donga et /.7 mostra que, quando os fatores progndsticos
relativos ao tumor foram analisados, ajustando a idade e o
nivel de escolaridade, apenas o grau de comprometimento
ganglionar se manteve como fator fortemente indicativo
de pior prognéstico. Com relagao a idade, o pequeno ni-
mero de casos de pacientes abaixo de 40 anos pode ter sido
o fator que influenciou a andlise estatistica conclusiva.

A presenca de receptores esteroides hormonais (recep-
tor de estrégeno e receptor de progesterona) representa ca-
racteristicas relativamente fracas como fator prognéstico
para pacientes com cancer de mama, mas esses receptores
sdo os mais fortes fatores preditivos para a resposta a te-
rapia enddcrina'. Apesar de que neste estudo as pacientes
que apresentaram RE+/RP+ tiveram melhor sobrevida que
as demais pacientes (Figura 7) (p = 0,019).

Pacientes com imunodetecgdo da proteina Ki-67 maior
do que 25% das células tumorais estudadas tiveram so-
brevida pior (70,8%) em comparag¢do com aquelas com
imunodetec¢io menor do que 25%, que tiveram sobrevida
de 82,7% (Figura 8) (p = 0,095). Apesar de nio haver dife-
renca estatisticamente significativa, isso poderia ser expli-
cado, como no caso da revisao de Mirza ez al.'"* que sugere
que o niimero de casos ideal para atingir significincia é de
no minimo 200 pacientes com um seguimento de cinco
anos. Outro dado que poderia ser levado em considerac¢io
é que o cut-off utilizado na avaliagao foi de 25%. O ponto
de corte de 25% ¢ mais adequado para identificagio de
tumores altamente proliferativos; com isso, excluem-se pa-
cientes com tumores de baixo indice de proliferagao, o que
poderia evitar esquemas mais agressivos de quimioterapia.
No entanto, o Ki-67 deve ser combinado com outros mar-
cadores prognésticos utilizados na rotina para decisoes
acerca do tipo de terapia a ser utilizada®. Em vérios ou-
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tros estudos''®, ocorre uma grande variagdo nesse ponto

de corte. Estudos sugerem 15% como limite 6timo para
distingao entre baixa e alta taxa proliferativa em tumores
metastdticos e 10% para tumores primdrios'®.

Com base neste estudo, sio necessdrias novas investi-
gagoes com maior nimero de casos e o estabelecimento de
padronizagdo para o ponto de corte de andlise da proteina
Ki-67 por meio da imunoistoquimica para estabelecer o
Ki-67 como possivel fator prognéstico, o que poderia ser-
vir de auxilio na adequagao de esquemas terapéuticos de
melhor resposta para esse grupo de pacientes.
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