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RESUMO

Os estudos acerca dos fendmenos moleculares que
acompanham a carcinogénese e 0S eventos que
caracterizam o comportamento de malignidade de uma
neoplasia tém colaborado para 0s avangos no
diagnostico e prognostico das lesbes. O entendimento
de tais fendmenos sdo esclarecedores dos mecanismos
etioldgicos e bioldgicos do cancer e permitem avangos
importantes no diagndstico e na terapéutica. S&o
utilizados varios critérios morfolégicos para descrever
a agressividade de um tumor, dentre estes, o tipo
histoldgico, o grau do pleomorfismo celular, a resposta
inflamatéria, o ndmero de mitoses e o
comprometimento de vasos sanguineos e linfaticos.
Esta revista da literatura aborda o uso de marcadores
biolégicos no diagndstico e prognéstico do cancer,
particularmente o cancer de boca, enfatizando aqueles
relacionados ao indice de proliferagdo celular, como o
PCNA e o Ki-67, e outros que sdo relacionados a
inativacdo de genes supressores tumorais (p53 e c-
erbB-2), enfatizando a interpretacdo dada a marcagéo
positiva destas proteinas em lesdes neoplasicas da
boca. Critérios para elucidacdo diagnostica e
prognéstica, dentre estes, estadiamento clinico,
tamanho e localizagdo da lesdo, andlise de margens,
aliados ao uso de marcadores biolégicos, oferecem
possibilidades  importantes de se avaliar o
comportamento da doenga, em Gltima instancia, séo de
grande valor prognéstico.

ABSTRACT

The studies concerning the molecular phenomena
involved with the cancer study and the events that
characterize the malignity neoplasy behavior have
collaborated for the advances in the diagnosis and
prognostic of the diseases. The agreement of such
phenomena is enlightening of the etiologics and
biological mechanisms of the cancer and allows
important advances in the diagnosis and the treatment.
Some morphologic criteria are used to describe the
tumor behavior, among these, the histological type,
cellular pleomorfism grade, inflammatory response,
mitosis number and the lymphatic and blood vessels
involvement. This literature review approaches the use
of biological markers in the diagnosis and prognostic
of the cancer, particularly the mouth cancer,
emphasizing those related to the cellular proliferation
index (PCNA and Ki-67), and others that are related to
genes inactivation (p53 and c-erbB-2), emphasizing the
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given interpretation the positive marking of these
proteins in the neoplasics injuries of the mouth. Criteria
for diagnostic and prognostic briefing, among these,
clinical boasting, lesion size and location, edge
analysis, allies to the use of biological markers, offer
important possibilities to evaluate to illness behavior,
in last instance, with a great prognostic value.
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Biologic marker, Oral cancer, Diagnostic

INTRODUCAO

A mensuracdo da proliferacdo celular
pode provir informagBes Uteis acerca do progndstico
dos tumores e diagndstico das doengas. Métodos
direcionados para diferentes fases do ciclo celular séo
avaliados, cada um destes apresentando suas vantagens
e suas desvantagens.

Os marcadores biolégicos  sdo
componentes celulares, estruturais e bioquimicos que
sdo (teis para definir alteracBes celulares e moleculares
tanto em células normais quanto aquelas associadas a
transformacdo maligna. Eles podem se apresentar em
dois tipos: os marcadores intermedidrios, que
mensuram alteragdes celulares e moleculares antes do
surgimento da neoplasia maligna e os marcadores
diagnosticos, Gteis na confirmagéo da lesdo maligna ja
estabelecida. Para que um marcador seja identificado e
validado para o uso clinico é necessario que cumpra
algumas etapas, partindo de uma identificagcdo inicial
feita em linhagens celulares do tumor em questdo,
utilizando-se de bidpsias de tecidos normais e com
processo inflamatério, entre outros”.

Os marcadores biolégicos utilizados para
elucidacdo diagnostica através de sorologia e métodos
histolégicos sdo componentes celulares, estruturais e
bioquimicos, que podem ser medidos
guantitativamente  pelos  métodos  bioquimicos,
imunolégicos e moleculares nos fluidos e tecidos
corporais, associados a neoplasias e possivelmente ao
6rgdo de origem da neoplasia’.

Com o avango dos estudos, Varias
proteinas e peptideos foram identificados como
produtos de secrecdo de uma variedade de neoplasias
solidas. Em 1848, Bence Jones descreveu a proteina do
mieloma mdltiplo, primeira substancia empregada
clinicamente como marcador tumoral.

Os marcadores biolégicos com fins de
diagndstico tém utilidade no manejo clinico dos
individuos portadores de neoplasias malignas,
auxiliando nos processos de diagnéstico, estadiamento,
avaliacdo da resposta terapéutica, deteccdo de recidivas
e prognostico. Muitas substancias tém sido descobertas
e algumas, amplamente aplicadas na prética clinica
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didria, apesar de escassas evidéncias cientificas que
autorizem a sua aplicacdo™'®. A compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvendo o controle do
crescimento das células neoplasicas pode identificar os
fatores do processo regulatério, contribuindo para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na
progressdo do tumor?.

As categorias de estadiamento séo
conhecidas desde 1977 quando o Comité Americano
sobre Cancer (AJCC), publicou a primeira edi¢do do
Manual de Estadiamento do Céncer, utilizando a partir
de entdo a nomenclatura T (extensdo tumoral), N
(status dos linfonodos regionais) e M (presenca ou
auséncia de metastase a distancia). Diversos critérios
morfoldgicos sdo utilizados para descrever ou nomear a
agressividade de um tumor, dentre estes critérios
inclui-se o tipo histolégico, o grau de polimorfismo
nuclear, a presenca ou auséncia de resposta
inflamatéria, o numero de mitoses e o
comprometimento de vasos sanguineos e linfaticos,
dentre outros®.

A utilizacdo das técnicas moleculares
tem propiciado aos oncologistas o entendimento dos
eventos envolvidos no processo de carcinogénese,
resultando na geragdo de uma série de novas
informagBes que influenciam nas condutas e tomadas
de decisdes™?.

Além das caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas, aspectos relacionados a biologia dos
tumores sdo considerados no sentido de se prever o
comportamento das lesbes, independentes de qualquer
tipo de procedimento adjuvante, bem como sua
resposta a um determinado tipo de terapia,
determinando os chamados fatores progndsticos e

preditivos, respectivamente’?.

MARCADORES RELACIONADOS COM
A ATIVIDADE PROLIFERATIVA
CELULAR

A atividade proliferativa de um tecido ou
de uma neoplasia é medida determinando-se a fragdo
média de crescimento e o tempo médio do ciclo
celular. Quanto mais alta for a atividade proliferativa
de um tumor, é coerente esperar-se que maior seja o
potencial de malignidade e pior o progndstico. A
simples contagem do ndmero de mitoses fornece
algumas evidéncias genéricas desta atividade®.

No emprego da técnica imuno-
histoquimica uma série de anticorpos tem sido
produzida, entre eles para PCNA (antigeno nuclear de
proliferagdo celular) ou ciclina, e para Ki-67. Os
resultados obtidos pelo Ki-67 e PCNA permitem fazer
correlacéo entre o aspecto morfoldgico da proliferacao
celular e o grau de diferenciacdo tumoral. Sua
expressdo € inversamente proporcional aos receptores
de estrégeno e de progesterona, e também se observa
relacdo entre a expressdao destes antigenos e a
freqiiéncia se metastases?.
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MARCADORES RELACIONADOS COM
INATIVACAO DE GENES
SUPRESSORES TUMORAIS

Antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA)

A literatura tem sugerido a aplicacdo de
anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), uma vez que
este marcador de proliferacdo celular funciona como
indicador do comportamento biolégico de certos
tumores.

O PCNA, também chamado ciclina, €
uma proteina de 36 kD de DNA polimerase delta. Esta
presente nas fases G1, S e G2 do ciclo celular e 0 gen
que o codifica tem sido clonado em diversas espécies
inclusive havendo semelhanca com o PCNA humano.
O padrdo de positividade € nuclear, podendo ocorrer
diferencas na intensidade de marcagdo em decorréncia
da expressdo distinta as diferentes fases do ciclo
celular, portanto, maior positividade nuclear para as
células que encontram na fase S do ciclo celular?.

Martinez-Lara et al'! (1996) analisaram a
expressdo do PCNA em 10 amostras de mucosa
normal, 23 lesGes orais benignas (18 hiperplasias e 5
casos de liquen plano oral), 10 lesdes orais com
displasia epitelial e 10 areas de epitélio displasico
adjacente a tumores. Analisaram-se sec¢des com
marcacdo imunocitoquimica e o escore foi a presenca
ou auséncia de positividade para PCNA na camada
supra basal. Concluiram que a expressdo de PCNA
supra basal pode ser um marcador de displasia em
mucosa oral, indicando um estagio de proliferagéo
celular especial nestas lesdes.

Cardoso et al° (2000), realizaram um
estudo comparativo da expressdo do antigeno nuclear
de proliferacdo celular (PCNA) em carcinoma
mucoepidermdide de glandulas salivares e observaram
que 0os achados  histolégicos e  analise
imunohistoquimica demonstraram diferenca
significativa quando comparados os tumores de baixo,
intermediario e alto graus, concluindo que a expressao
do PCNA aumentou com o grau de agressividade nesta
leséo.

Ki - 67

Em 1983, a Universidade de Kiel na
Alemanha, Gerdes et al® produziram o Ki-67, obtido
através da 672 placa de cultura em tecido, e sendo
definido como anticorpo monoclonal de camundongo.
Trata-se de uma 1gGl de camundongo produzida
contra uma fracdo nuclear da linhagem celular L428 da
doenca de Hodgkin.

A estrutura quimica do antigeno
reconhecido e reagente com o Ki-67 é desconhecida. O
peso molecular especulado é de 345 a 395 kDa e 0
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cromossomo 10 parece estar envolvido na expressao da
proteina que apresenta intima associagdo com o ciclo
celular®,

O anticorpo monoclonal reage com o
antigeno nuclear em todas as fases do ciclo celular com
excecdo da fase GO, contudo encontra-se ausente em
celulas quiescentes. A expressdo antigénica é negativa
nas fases GO e G1 precoce do ciclo celular e positiva
durante todo o restante do ciclo, atingindo niveis
maximos nas fases G2 e M’

Uma das limitacbes no emprego do Ki-
67 monoclonal na rotina laboratorial é a necessidade de
tecidos frescos ou congelados, jA que o epitopo
reconhecido por ele é destruido pela fixacao,
impossibilitando assim a sua utilizagdo em material
emblocado em parafina. Outros fatores limitantes para
a imuno-identificacdo do Ki-67 sdo: 0s espécimes
submetidos a quimioterapia prévia e neoplasias com
crescimento rapido, levando a caréncia nutricional
celular, com consequente alteracdo do nimero de
receptores. A viabilizacdo de seu emprego em cortes
embebidos em parafina aliado ao emprego do método
de PCNA, permite a avaliagdo da atividade
proliferativa das células neoplasias com conseqliente
avaliagdo prognostica de diferentes  canceres
humanos'’.

A aplicacdo do Ki-67 no estudo da fracéo
de crescimento nas neoplasias humanas constitui um
método facil e de grande utilidade porque pode
fornecer informacbes Uteis sobre progndstico das
lesbes Ha correlagdo prognostica entre a identificacao
da atividade proliferativa pela imune deteccdo do
antigeno correspondente ao Ki-67 em diferentes
neoplasias humanas, como nos linfomas de Hodgkin,
adenocarcinomas, colbnico-retais, carcinomas de
prostata e mama, melanomas, entre outros?.

ONCOGEN C-ERBB-2

O c-erbB-2 ou neu-oncogene foi
identificado em 1981 por Shih em neuroblastomas de
rato. Este pertence a familia dos oncogenes
relacionados a tirosina quinase, codificando a
glicoproteina transmembranosa que apresenta estrutura
semelhante, mas composicdo quimica distinta do
receptor do fator de crescimento epidérmico®.

A oncoproteina c-erbB-2 funcional é um
dimero, sendo classificada como glicoproteina
transmembranosa, contendo um dominio extracelular
de ligacdo e um dominio de atividade intracelular de
tirosina cinase. Esta oncoproteina apresenta uma
homologia com o receptor para o fator de crescimento
epidérmico e tem 185 kD de peso molecular e sua
amplificacdo  genética nos tecidos foi bem
correlacionada com a recorréncia precoce e curta
sobrevida em individuos com cancer de mama, ovarios
e estbmago. Dentre os protooncogenes mais estudados,
merece destaque o c-erbB-2/HER2/NEU/neu que é um
protooncogen e tem a fungdo de examinar o nivel de
amplificacdo e transcricgdo génica ou a expressdo do
produto génico®.
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O oncogene c-erbB-2 pode ser detectado
por amplificacdo génica, utilizando-se a técnica de
PCR, sequenciamento de DNA, ensaios de
dot/Southern Blot e hibridizagdo fluorescente in situ
(FISH). A expressdo da oncoproteina c-erbB-2 pode
ser verificada por ensaios de analise protéica como
ELISA e imunohistoquimica. Esta Ultima técnica é um
método simples, rapido e adequado de se verificar a
proteina transmembranosa c-erbB-2 em células
tumorais, através da utilizacdo de anticorpos anti-c-
erbB-2. A determinacdo da expressdo desta
oncoproteina em individuos com céncer de mama é
importante porque prediz o comportamento bioldgico
do tumor, a resposta a quimioterapia adjuvante e
determina se o individuo com cancer de mama é um
candidato ao tratamento com o anticorpo monoclonal
humanizado, o herceptin®.

ONCOPROTEINA P53

A oncoproteina p53 é uma fosfoproteina
nuclear codificada por um gene mapeado no braco
curto do cromossomo 17 (na banda 17p13.1), possui
393 aminoacidos e um peso molecular de 53 kD e
desempenha uma atividade regulatéria durante o ciclo
celular. O gene TP53 possui 20 kb, é composto de 11
exons, sendo que o primeiro ndo é codificante. Esse
gene codifica um RNAm de 2,8 kb. Atua na transcri¢do
génica, regulagdo do ciclo celular, duplicacdo
centrossdmica, reparo do DNA, senescéncia, apoptose,
diferenciacéo e desenvolvimento celular™.

A oncoproteina p53 funciona como uma
guardid do genoma, um verdadeiro policial molecular,
atuando quando o DNA ¢ danificado; ocorrendo este
evento, uma grande quantidade da proteina se acumula
na célula e promove a parada do ciclo celular em G1
dando tempo para que o reparo do DNA se processe,
ou entdo dispara o0 mecanismo de apoptose. O gene p53
inibe a proliferacdo de células com lesdo no DNA de
duas formas: parando o ciclo celular e induzindo a
apoptose. Ao parar o crescimento celular em G1, ele
permite a célula restaurar a integridade do seu genoma.
Todavia, danos irreversiveis exigem a eliminacdo das
células acometidas'®.

DISCUSSAO

A identificacdo de proteinas celulares
cuja expressdo é regulada durante o ciclo celular em
células normais é essencial para o entendimento de
mecanismos que envolvem o controle da proliferagéo
celular.

Os estudos sobre proliferacdo celular
estdo em evidéncia devido as informagfes que podem
oferecer no tangente a biologia, diagndstico e
prognéstico de varios tumores. O entendimento do
ciclo celular e dos seus mecanismos reguladores
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reveste-se de importancia uma vez que na maioria das
neoplasias existe uma grande quantidade de células
ciclantes'®,

Os mecanismos que regulam o ciclo
celular, a relagdo com os fatores de crescimento,
oncogenes, genes supressores de tumor e as proteinas
envolvidas com a progressdo das diversas fases do
ciclo celular sdo estudados no campo da biologia
tumoral com o objetivo de detectar e quantificar células
em proliferacdo, dessa forma, tragca perspectivas
diagndsticas e prognésticas das lesdes™®.

Com o intuito de se detectarem células
em proliferacdo, estudam-se determinadas proteinas
envolvidas com a fase replicativa do DNA de forma a
serem utilizadas como marcadores de proliferagdo
celular, onde se destacam a polimerase alfa, 0 PCNA e
0 antigeno Ki-67. O uso destes anticorpos possibilita a
investigacdo de tumores humanos com simplicidade,
rapidez e baixo custo™®®.

Queiroz*® (1997) avaliou a expressdo dos
antigenos PCNA, Ki-67, do oncogen c-erbB-2 e da
proteina p53 em lesdes de glandulas salivares e
observou que o C-erbB-2 e a proteina p53 ndo sdo Uteis
como indicadores de prognostico do carcinoma
adendide cistico e adenocarcinoma polimorfico de
baixo grau de malignidade, que a expressao do Ki-67
no carcinoma adenodide cistico solido parece refletir o
comportamento  biolégico mais agressivo desta
entidade e que a avaliagdo da proliferacdo celular pelo
PCNA ndo permite diferenciar o carcinoma adendide
cistico do adenocarcinoma polimérfico de baixo grau
de malignidade nem do adenoma pleomorfico.

O uso de marcadores biol6gicos para
avaliar o comportamento clinico dos tumores de
glandulas salivares é de fundamental importancia, uma
vez que as alteracBes presentes em qualquer destes
tumores nada mais sdo do que o resultado de
numerosos eventos celulares que ocorrem a nivel
genético e bioquimico, e dessa forma a deteccdo
precoce destas alteracdes é de grande valor **°.

Com base em dados observados na
literatura, pode-se concluir que os critérios para
elucidacdo diagndstica das lesbes, bem como os
critérios de progndstico tais como: estadiamento
clinico, tamanho da lesdo, localizacdo topografica,
comprometimento de margens, sdo importantes na
conducao clinica das diversas situacdes, e que, 0 uso de
marcadores biolégicos sd vém enriquecer essas
possibilidades de melhor estabelecer o diagndstico e
prover o progndstico das alteracdes patoldgicas.
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