
54 Pós-Grad. Rev. Fac. Odontol. São José dos Campos, v.2, n.1, jan./jun., 1999

RESUMO

A utilização de técnicas imuno-histoquímicas, usando mar-
cadores biológicos de proliferação celular, aplicados a aná-
lise histopatológica, permite a compreensão das alterações
morfo-funcionais que ocorrem no processo de transforma-
ção neoplásica. Estas técnicas aliadas aos dados clínicos e
histopatológicos  fornecem informações úteis sobre o com-
portamento biológico e  possível prognóstico das neoplasi-
as, além de auxiliar no estabelecimento de terapias a serem
aplicadas. Neste estudo analisamos, numa breve revisão,  os
resultados obtidos em alguns trabalhos realizados utilizan-
do os marcadores  PCNA e Ki-67 em diferentes tipos de
neoplasias, indicando quais as vantagens que podem ser
obtidas com sua utilização.
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ABSTRACT

The use of cell-cycle makers is an easy way of accurately
assessing the growth fraction of human neoplasm. Thus, the
detection and counting of these cells would allow the evalu-
ation of either the tumor-growth rate or the therapeutic effi-
ciency and consequently the prognostic aspects of the dise-
ase.  The present paper reviewed the current knowledge
about proliferative-cell detection emphasizing PCNA and Ki-
67, their applicability and reliability in the diagnosis and
prognosis of cancer.
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INTRODUÇÃO

O estudo da cinética celular, de seus mecanis-
mos reguladores e de sua inter-relação  com fato-
res de crescimento, oncogenes e anti-oncogenes
tem estado em evidência, ultimamente, devido às
informações que podem fornecer com relação a
diagnóstico e prognóstico das mais variadas neo-
plasias (Warnakulasuriya & Johnson35, 1994).

O emprego de marcadores biológicos na avali-
ação do comportamento clínico das neoplasias
constitui importante instrumento auxiliar, posto que
as alterações determinantes da progressão de  qual-
quer carcinogênese são resultado de numerosos
eventos celulares que ocorrem a nível genético e
bioquímico.

A utilização de técnicas  imuno-histoquímicas,
aliando  simplicidade, facilidade de manuseio pe-
los patologistas e amplo uso para diagnóstico, fa-
voreceram inúmeros estudos correlacionando os
resultados obtidos à gradação e  ao prognóstico das
neoplasias.

A aplicação de marcadores de proliferação ce-
lular, destacando-se neste artigo o uso do PCNA (
antígeno  nuclear  de  células  proliferativas)  e  do
Ki- 67 ( antígeno  nuclear associado ao ciclo celu-
lar ), asseguram, não só uma medida mais acurada
da quantidade de células em proliferação, por es-
tarem expressas nos vários estágios do ciclo celu-
lar, como a possibilidade de investigação das neo-
plasias humanas de maneira simplificada, rápida e
pouco dispendiosa(Hall & Levinson15, 1990; Ra-
benhorst et al. 27-8 1993 e 1994).

CICLO CELULAR E MECANISMOS REGULADORES

A proliferação celular pode ser definida como
o aumento do número de células resultante da com-
plementação do ciclo celular. Este engloba uma
cascata de eventos, processados de maneira orde-
nada, assegurando a duplicação fiel dos componen-
tes celulares em uma seqüência lógica e a divisão
destes componentes em duas células filhas ( Levi-
ne et al.19, 1994).

Existem pelo menos quatro fases distintas no
ciclo celular: o período antes da síntese de DNA
(G1), a fase de síntese de DNA (S), o período após
a replicação do DNA (G2) e a fase mitótica (M)

que culmina na divisão celular (Levine et al.19,
1994; Rabenhorst et al.28, 1994). As células fora
do ciclo celular estão na chamada fase G0 e podem
permanecer  nesta fase por tempo indeterminado
(Hall & Levinson15, 1990; Alberts et al.2, 1994;
Rabernhost et al.27-8, 1993 e 1994).

Estudos sobre os mecanismos envolvidos nes-
se processo, iniciados nos anos setenta, evidencia-
ram que estes são dirigidos por  um grande núme-
ro de macromoléculas controladoras, descritas  por
Hartwell e Weinert, ativadas em seqüências alta-
mente organizadas e que  funcionam como  verda-
deiros check points (Hartwell & Weinert17, 1989).

Estas moléculas atuariam como um sistema de
controle  do ciclo celular, sendo capazes de checar
no final de cada fase, por exemplo, se as condições
são favoráveis à mitose, se há  dano ao DNA,  ou
se a replicação cromossômica  está exata, permi-
tindo, então, o início da fase subsequente.

 A existência de falhas neste sistema permite
que células geneticamente anormais dividam-se,
acumulando danos genéticos ocasionando, em con-
seqüência, o início da progressão das neoplasias.

Um ponto essencial na regulação do ciclo ce-
lular é dado pelas proteínas CDK(ciclins depen-
dents of kinases), cuja regulação por fosforilação
é feita pelas ciclinas. Estas são proteínas que ocor-
rem ciclicamente sendo ativadas e degradadas du-
rante o ciclo celular. As ciclinas  podem ser classi-
ficadas em pelo menos dois tipos: as mitóticas, que
em conjunto com as CDKs formam o fator promo-
tor de maturação (MPF), e as ciclinas G1, necessá-
rias para a entrada da célula na fase S (Alberts et
al.2, 1994; Hall & Coates14, 1995)

O início ou start do ciclo celular é controlado
por hormônios, fatores nutricionais e de crescimen-
to, sendo que estes últimos estimulam a prolifera-
ção celular, através da ligação com receptores es-
pecíficos, os quais, quando ativados, emitem um
sinal de transdução do citoplasma ao núcleo celu-
lar (Rabernhost et al.28,1994).

Algumas técnicas consagradas utilizadas para
medida acurada da cinética celular tais como: ti-
midina tritiada, citometria de fluxo e incorporação
da bromodeoxiuridina,  além de difíceis e dispen-
diosas,  consomem muito tempo e  muitas vezes
necessitam de equipamentos sofisticados, limitan-
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do seu uso rotineiro pelos patologistas (Brown &
Gatter4, 1990). A utilização de  anticorpos dirigi-
dos contra antígenos específicos, expressos nas
células proliferantes das neoplasias, permite a aná-
lise simultânea da proliferação celular e de sua his-
tologia (Hall & Levinson15, 1990; Tsuji et al.32,
1992; Ogawa et al.25, 1993).

A atividade proliferativa de qualquer tecido, ou
neoplasia, pode ser determinada pelo taxa de cres-
cimento  isto é, o número de células ciclizantes e o
tempo que estas levam para completar este ciclo
(Brown & Gatter4, 1990).

A descoberta de inúmeras proteínas que desem-
penham papel fundamental na fase replicativa do
DNA permite, através de sua detecção e contagem,
tanto a  identificação objetiva das células ciclizan-
tes como uma estimativa da taxa de crescimento
do tecido ou neoplasia.

PCNA- ANTÍGENO NUCLEAR DE CÉLULAS

PROLIFERATIVAS

Inúmeros  trabalhos relatam a aplicação de an-
ticorpos monoclonais dirigidos contra o antígeno
nuclear de células  proliferativas (PCNA), por ser
este marcador, um indicador útil do comportamen-
to biológico de alguns tumores.

Myiachi et al.23(1978) descreveram, a partir do
soro de pacientes com lupus eritematoso sistêmi-
co, um antígeno nuclear presente em células proli-
ferantes que inicialmente foi considerado como
uma ciclina, em virtude de seu aparecimento cícli-
co. Posteriormente, Bravo et al.3 relataram que se
tratava de uma proteína nuclear ácida de 36kDa,
que funcionava como proteína auxiliar da DNA
polimerase delta, associada  tanto a replicação  do
DNA  como ao reparo do mesmo (McMormick &
Hall21, 1992; Queiroz26, 1997).

Os anticorpos monoclonais  anti-PCNA/cicli-
na reagem como epítopos antigênicos resistentes à
fixação em Carnoy e formalina, o que  facilita gran-
demente o seu uso em materiais colhidos rotinei-
ramente ou mesmo de arquivo (Garcia et al.10, 1989;
Rabenhorst et al.28, 1994).

A avaliação do índice de proliferação celular
usando-se PCNA é comparável ao obtido pelos
métodos tradicionais e por vezes até mesmo supe-

rior a métodos como citometria de fluxo.

A ausência de PCNA nas reações de duplica-
ção de DNA resulta no acúmulo de fitas seqüenci-
ais nascentes  e até mesmo na quiescência das cé-
lulas.

O gene que codifica o PCNA tem sido clonado
em diversas espécies e, embora ocorram pequenas
diferenças ao nível de DNA, existe considerável
semelhança entre o PCNA humano e de outras es-
pécies (McCormick & Hall21, 1992).

Comercialmente existem vários anticorpos que
reconhecem o PCNA como o 19A2, 19F4 e PC10.
Existem diferenças nos resultados obtidos com di-
ferentes anticorpos anti-PCNA, pois fatores técni-
cos como processamento, tempo de fixação e tipo
de fixador podem influenciar a expressão do PCNA,
que é dramaticamente reduzida após um período
de 48 horas de fixação (Hall et al.15, 1990; McCor-
mick & Hall21, 1992). Considerando o fato  de que
estes anticorpos reagem com epítopos antigênicos
resistentes à fixação em formol, o seu uso em ma-
terial de arquivo e de rotina é aplicável (Rabenhorst
et al.28,1994).

A concentração do PCNA é variável durante as
etapas do ciclo celular, sendo maior na fase G1 tar-
dia, com pico na fase G1/S,  estando praticamente
ausente nas fases G2 e M (Hall et al.16,1990; Kurki
et al.18, 1986; Tsuji et al.33, 1992). De acordo com
McCormick & Hall21 (1992), o PCNA pode não ser
específico da fase S ou, necessariamente,  estar
relacionado com o ciclo celular, podendo estar as-
sociado ao reparo do DNA ou ser expresso por in-
fluência de fatores de crescimento em células que
não estejam no ciclo celular.

Ainda, a expressão do PCNA pode estar desre-
gulada próximo a tumores, em decorrência de fa-
tores de crescimento autócrinos, que regulam a es-
tabilidade e a expressão do RNAm da proteína (Hall
et al.14, 1990; Queiroz26,1997).

Na opinião de Mighell22(1995), o PCNA não
pode ser considerado um bom marcador de prolife-
ração celular, visto que os níveis de PCNA podem
manter-se elevados quando induzidos por fatores de
crescimento, como resultado de danos ao DNA.
Além deste, outros fatores podem  influenciar, como
o tipo de fixador, tempo de fixação, estado do espé-
cime, e o inconveniente de o PCNA ter  uma meia
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vida bastante longa, aproximadamente 20 horas, in-
dicando que o núcleo celular pode permanecer
PCNA positivo mesmo após o estímulo. Segundo o
autor, várias considerações devem ser feitas quando
do estudo com PCNA, entre eles o padrão de mar-
cação, escolha correta do caso, número de áreas
quantificadas e a análise estatística.

Tsuji et al.32 (1992) avaliaram uma série de le-
sões epiteliais malignas e pré-malignas, origina-
das na cavidade oral e pele, através da expressão
do PCNA e verificaram que na mucosa normal a
expressão do PCNA estava restrita à camada basal
do epitélio, ao passo que, nas lesões pré-malignas
as células proliferantes apresentavam localização
dispersa e numerosa ao longo de todas as camadas
epiteliais, sugerindo uma desorganização na proli-
feração celular.

El Mutardi et al.8 (1996) estudaram 41 quera-
tocistos odontogênicos, dos quais 21 associados à
síndrome do carcinoma nevóide de células basais,
e os resultados demonstraram que tanto os quera-
tocistos ligados quanto os não associados à síndro-
me apresentavam células PCNA positivas no reves-
timento epitelial, mas os primeiros exibiram uma
quantidade maior de células marcadas, o que po-
deria sugerir uma maior capacidade proliferativa
e, consequentemente, maior agressividade.

Tsuji et al.33 (1995) relatam a correlação entre
os índices de PCNA e p53 como indicadores do
potencial maligno de neoplasias na mucosa oral,
sendo  a ocorrência da expressão dos mesmos um
fator importante num  prognóstico desfavorável.

Cox & Walker7 (1996) também encontraram
indicações de que a elevação nos índices   do
PCNA, Ki-67 e p53 em pacientes portadores de
fibrose submucosa bucal (FSO) estavam relacio-
nados à alta incidência de carcinoma espinocelu-
lar (SCC) nestes.

Os resultados obtidos indicaram uma porcen-
tagem significantemente aumentada de PCNA no
SCC, sendo que as alterações estavam visíveis em
todas as camadas epiteliais.

Tipoe et al.31 (1996) concluíram que altos índi-
ces de PCNA estão relacionados a menor sobrevi-
da em pacientes portadores de astrocitomas, linfo-
mas não-Hodgkin e displasias brônquicas. A
associação entre um alto índice de PCNA e  au-

mento da angiogênese foi também relatada neste
estudo, podendo auxiliar no  diagnóstico e prog-
nóstico  de neoplasias que podem malignizar(Lorz
et al20 ,1994).

Estudo sobre a indução da carcinogênese em
glândulas submandibulares, em animais experimen-
tais, utilizando PCNA como marcador nuclear, re-
alizado por Sumitomo et al.30 (1996), concluíram
que o aumento na proliferação celular estava limi-
tada às células basais dos segmentos ductais, indi-
cando que estas células podem ser as precursoras
na carcinogênese oral.

Em contraste com estes achados, Nylander et al.24

(1995) relatam não ter encontrado correlação entre
os índices de PCNA e a superexpressão da proteína
p53 , indicando que mais estudos são necessários
para elucidar estes resultados conflitantes.

KI-67

O anticorpo  Ki-67 reconhece um antígeno que
está associado ao núcleo celular e que, em células
continuamente ciclizantes, é expresso   em todas
as fases do ciclo celular, exceto em G0 (Gerdes et
al.12,1984). Trata-se de uma IgG1 de camundongo
produzida contra uma fração nuclear da linhagem
celular L428 da doença de Hodgkin ( Brown &
Gatter4, 1990).

 Sasaki et al.29 (1987) relataram que a expres-
são antigênica aumenta com a progressão do ciclo
celular, alcançando um pico nas fases G2 e M.
Guillaud et al.13 (1989) também obtiveram o mes-
mo resultado tanto em linhagem de células normais
como neoplásicas.

O  Ki-67 apresenta uma vida média de menos
de uma hora (Bruno & Darzynkiewikz5,1992) e
sua natureza e peso molecular são ainda contro-
vertidos.

Vários fatores de ordem prática podem limitar a
efetividade do Ki-67 como indicador de prognósti-
co, particularmente em pequenas biópsias, tais como:

a) a expressão do Ki-67 parece ser influencia-
da pelo suprimento nutricional, portanto uma
amostra retirada próxima à área central da
neoplasia poderia fornecer um valor, para o
fator de crescimento, inferior incorreto.
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b) a maior parte das neoplasias apresenta li-
nhagens de células heterogêneas e com di-
ferentes taxas de proliferação. Nesta cir-
cunstância, o índice do Ki-67 não refletiria
a taxa predominante de proliferação da ne-
oplasia.

Além disso, como já mencionado, a taxa de pro-
liferação compreende dois parâmetros: a fração de
crescimento e o tempo necessário para que a célu-
la complete seu ciclo celular. Se considerarmos
uma neoplasia na qual praticamente todas as célu-
las estejam em ciclo, e na qual o tempo gasto para
completá-lo seja muito longo, esta apresentaria uma
positividade para o Ki-67 muita extensa, ainda que
a taxa proliferativa não fosse muito alta. Portanto
devemos ter em mente que a expressão do Ki-67
nos fornece, somente, a informação de estar ou não,
a célula ciclizante, mas nada sobre a duração de
seu ciclo celular.

A necessidade de tecidos frescos ou de conge-
lamento rápido para o emprego do Ki-67 mono-
clonal, de acordo com Gerdes et al.11 (1992), limi-
ta  seu uso na rotina laboratorial, já que o epítopo
reconhecido por ele é destruído pela fixação, im-
possibilitando, assim, a sua utilização em material
parafinizado ( Brown & Gatter4, 1990).

Brown & Gatter4 (1990) revisando inúmeras
pesquisas realizadas com este marcador relatam
que existe forte correlação entre o nível de ex-
pressão do Ki-67 e a sobrevida, indicando que
quanto maior o seu nível menor a sobrevida do
paciente nas neoplasias  linfoproliferativas, de
sistema nervoso central, de tecido conjuntivo e
mama.

Poucos estudos relatam a possibilidade de uso
do Ki-67 com a finalidade de acessar o potencial
terapêutico benéfico da utilização de drogas anti-
proliferativas.

 Waelti & Markwalder34 (1989) utilizando o
Ki-67 como marcador, verificaram que o acetato
de medroxiprogesterona  reduzia a proliferação
celular em cultura de células do meningioma  pri-
mário.

Gallee et al.9 (1987) estudaram linhagens celu-
lares de neoplasias da próstata  e concluíram que o
Ki-67 pode ser útil na avaliação da terapia hormo-
nal em pacientes portadores desta neoplasia.

DISCUSSÃO

Algumas colocações devem ser feitas com rela-
ção ao estudo da fração proliferativa das neoplasias
através do emprego do PCNA e Ki-67. Ambos ava-
liam o número de células presentes no ciclo celular,
mas não fornecem informações sobre o tempo em
que cada célula completa o seu ciclo celular, sendo
assim, é perfeitamente possível que um grande nú-
mero de células positivas em uma dada neoplasia
não indique uma alta atividade proliferativa, e sim
um maior tempo de permanência no ciclo.

Como os marcadores refletem apenas momen-
tos da vida da célula é possível que determinada
neoplasia apresente uma alta taxa de proliferação
e um baixo percentual de células positivas (Brown
& Gatter4, 1990).

Portanto, sem conhecer o exato momento
do ciclo celular não é possível determinar se o ele-
vado número de células PCNA positivas em uma
neoplasia é fruto do alto turnover ou se indica uma
grande proporção de células dividindo-se em pro-
longado ciclo celular.

A longa meia vida do PCNA, aproximadamen-
te 20 horas, poderia justificar que células fora do
ciclo celular permaneçam positivas durante um
certo período de tempo. Níveis nucleares elevados
do PCNA podem, também, refletir o processo de
reparo do DNA.

A variação na intensidade de coloração das cé-
lulas PCNA positivas  pode, também, ser atribuída
a longa meia-vida. Devido a impossibilidade de se
saber se  uma célula com coloração menos intensa
está ciclando ou não, vários autores sugerem que a
contagem considere as células marcadas, indepen-
dentemente da intensidade da coloração (Aguiar1,
1996).

O uso do Ki-67 era muito limitado devido a
necessidade de tecidos frescos, mas, recentemente
novos anticorpos que reconhecem esse  antígeno
em espécimes fixados em formol  e processados
rotineiramente possibilitou o seu emprego  em gran-
de número de estudos( Gerdes et al al11,1992).

Alguns trabalhos têm mostrado a superiorida-
de do Ki-67 como marcador de proliferação celu-
lar, por não sofrer tantas influências de fatores in-
ternos e externos como o PCNA.
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Além disso, sua expressão nuclear num perío-
do definido do ciclo celular, em contraste com o
PCNA, pode representar uma vantagem em rela-
ção ao seu emprego como marcador biológico.

Aguiar1 (1996) e Costa6 (1997) observaram a
marcação de células no ciclo celular pelo Ki-67 no
epitélio adjacente ao carcinoma epidermóide de
boca e  no epitélio do carcinoma epidermóide de
boca respectivamente, provavelmente pelos níveis
elevados deste no final da fase G2 e M.

Os níveis expressos de PCNA e do Ki-67 asso-
ciados a outros indicadores, tais como, a angiogê-
nese, a p53, a análise histopatológica  e os aspec-
tos clínicos, fornecem informações sobre a provável
progressão,  levando a um diagnóstico mais seguro

da neoplasia, orientando a adoção de uma terapia
mais direcionada e possibilitando um prognóstico
favorável com relação à sobrevida do paciente por-
tador de  neoplasia.

CONCLUSÃO

A utilização dos marcadores biológicos PCNA
e Ki-67 no auxílio de diagnóstico e prognóstico
de neoplasias malignas constitui um método sim-
ples, rápido e eficaz, devendo ser utilizado em
conjunto com outros indicadores com a finalida-
de de se obter a maior precisão possível.  Além
disto, podem constituir-se em um instrumento útil
de assessoramento nas terapias utilizadas em ne-
oplasias malignas.
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