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RES M

Apesar dos vários ensaios terapêuticos efectuados, a resposta completa ao tratamento do cancro
do ovário é pouco frequente. Com o objectivo de estudar as frequências de expressão das proteínas
p53, c-erbB-2 e Ki67, a sua importância na progressao tumoral e a sua relação com os factores de
prognóstico clássicos, foi feito um estudo retrospectivo em 81 doentes com carcinoma do ovário,
tratadas no Serviço de Ginecologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra. Foi utilizado materi
ai fixado em parafina e o estudo foi feito usando técnicas de imunohistoquimica. Na nossa casuisti
ca, a idade média foi de 55,4 ± 15 (22-88); 66% das doentes tinham actividade física normal; 48,29v
destas foram sujeitas a cirurgia completa com lesão residual <2cm e 42% apresentavam tumor em
estádio inicial e 58% no avançado. A idade, o performance status, o tamanho da lesão residual e o
estádio tiveram associação significativa à sobrevida aos dois e cinco anos. A imunomarcação foi
positiva em 87% dos casos para a p53, em 51% para a c-erbB-2 e em 100% para a ki67. A p53 e a
C-erbB-2 correlacioram-se de forma significarva com o tamanho da lesão residual e o estádio. As
doentes com marcação negativa para a c-erbB-2 tiveram sobrevida significativamente melhor. A aná
lise multivariada mostrou que apenas o estádio é um factor de prognóstico independente. Verificou-
se uma relação directa significativa entre p53 e ki67 e entre c-erbB-2 e p53. Concluímos que estes

marcadores têm expressão forte no carcinoma do ovário e a p53 e c-erbB-2 correlacionaram-se com
o estádio e com a lesão residual. Ainda que a imunomarcação negativa para o C-erbB-2 fosse asso
ciada a melhor sobrevida, não se demonstrou que fosse um factor de prognóstico independente.

MM

The prognostic value pf p53, C-erb B-2 and Ki67 in Ovarian Carcinoma

The prognosis in ovarian carcinoma remains poor. We need to identify patients who are less
likely to respond to treatment. In order to evaluate the prognostic value of C-erb-B2, p53 and Ki
67 expression and correlate these markers with classic prognostic factors, we studied paraifin
embedded tumor tissue from 81 patients with epithelial ovarian cancer and made a quantitative
evaluation of C-erb-B2, p53 and Ki 67 expression by immunohistochemistry. The results were:
age 5.4 ± 15(22-88); 66% with normal physical activity; 48.2% with residual disease <2cm; mi
tial stage- 42% and advanced stage- 58%. Age, performance status, residual disease and stage
were correlated with 2 and 5 years survival. Positive immunostaining: p53-87%, C-erb B-2-5 1%
and Ki67-100%. P53 and C-erb B 2 were associated with residual disease and stage; patients
with no C-erbB-2 staining had a significantly better survival. A direct and significant correlation
was found between p53 and Ki67 and between C-erb B-2 and p53. We conclude that these mark
ers have a high expression in ovarian carcinoma and p53 and C-er B-2 correlate with stage and
residual disease. Although C-erb B-2 was associated with better survival, it was not found to be
an independent prognostie factor.
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INTRODUÇÃO
O cancro do ovário é, quase sempre, diagnosticado

numa fase de doença avançada, quando a probabilidade
de cura é baixa1. O tratamento cirúrgico é, muitas vezes,
insuficiente, sendo a maioria das doentes sujeitas a
quimioterapia1. Apesar dos vários esquemas terapêuticos
ensaiados, a resposta completa continua a ser pouco fre
quente. Assim, seria importante identificar indicadores
da agressividade individual do tumor e propor esquemas
alternativos de tratamento.

Mais de 100 genes foram já implicados na história na
tural do cancro2, podendo ocorrer quer activação de
oncogenes quer inactivação de genes supressores
tumorais3. Podem ser necessárias várias mutações para
que o tumor se tome maligno e a ordem pela qual ocor

rem pode não ser tão importante como a acumulação das
mutações3. Sabemos também que a actividade prolifera
tiva dos tumores é um indicador da agressividade
tumoral, que parece relacionar-se com o curso da doença
e com a resposta à quimioterapia’.

O gene p53 é um gene supressor tumoral, localizado
no cromossoma l7p, que controla a proliferação celular
e codifica uma fosfoproteína nuclear, a p534. A p53
mutada é metabolicamente mais estável do que a normal,
o que permite a sua acumulação e a sua detecção imuno
histoquímica5. A expressão da proteína p53 é quase
exclusiva dos tumores malignos6’7. O c-erbB-2 é um
proto-oncogene, localizado em 17q, que codifica uma
glicoproteina (p1 85Her) com actividade tirosina-quinase
semelhante ao receptor do factor de crescimento epidér
mico (EGFR)8. Alguns estudos sugerem que a expressão
do c-erbB-2 possa estar associada a pior prognóstico no
cancro do ovário9. O anticorpo Ki67 (acKi67) reage com
o antigénio nuclear Ki 67, que está presente em todas as
fases do ciclo celular, excepto na GO”7. A imunomar
cação pelo Ac Ki 67 permite, deste modo, a determi
nação da fracção ele crescimento tumoral7 e a percen
tagem de células marcadas correlaciona-se com a fracção
de crescimento tumoral, determinada pelo número de
células em fase S10.

Neste trabalho, pretendemos estudar o valor do
prognóstico no cancro do ovário da proteína p53, da pro
teína c-erbB-2 e da proteína Ki67 e a associação destes
factores moleculares aos factores de prognóstico clássi
cos.

MATERIAL E MÉTODOS
Foi feito um estudo retrospectivo de 81 casos de

doentes com carcinoma do ovário, diagnosticados e
tratados no Serviço de Ginecologia dos Hospitais da

Universidade de Coimbra (H.U.C.), de Outubro de 1989
a Dezembro de 1996. As variáveis avaliadas foram: a
idade, o perforinance status (PS), o estádio da doença,
segundo os critérios da FIGO”, o subtipo histológico, o
grau de diferenciação histológica. o tipo de cirurgia e o
tamanho da lesão residual após tratamento cirúrgico. Os
factores moleculares em estudo foram a proteína p53, a
proteína associada ao gene c-erbR-2 e a proteína Ki 67.
Foi utilizado material fixado em parafina, correspon
dente a tecido ovárico ou a biópsia de lesão secundária.
A avaliação foi feita por imunomarcação quantitativa,
pelo método da avidina-biotina-peroxidase, sendo consi
derada a percentagem de células marcadas por cada 1000
células contadas. Utilizaram-se os seguintes anticorpos
(ac): ac monoclonal A3 10-B antip53 (lab Biogenex), ac
monoclonal A485 anti-erb B2(lab DAKO) e ac polido
nal A047 antiki67 (lab DAKO).

Na interpretação dos resultados para a p53 e a c-erbB2,
consideraram-se três categorias: negativa, positiva fraca

se a percentagem de células marcadas foi inferior a 25%
e positiva forte se superior ou igual a 25%. A percen
tagem de células marcadas pelo Ac ki67 foi considerada
fracção de crescimento tumoral. O estudo foi feito
através da comparação das médias aritméticas das
fracções de crescimento tumoral, determinadas para cada
um dos sub-grupos em análise. Foram utilizados os testes
t-student, para a diferença entre médias, e o teste de X
quadrado, para as variáveis categoriais; as curvas de
sobrevida foram definidas pelo método de Kaplan-Meier
e comparadas pelo teste de Log-rank. Utilizou-se a
regressão de Cox para verificar a independência das
variáveis.

RESULTADOS
As características da amostra estudada são apresen

tadas no quadro 1.
A idade média das doentes foi de 55,4 ± 15 anos (22-

88A) e 66% tinham actividade diária normal à data do
diagnóstico (PS - 0). De acordo com o protocolo de trata
mento seguido no serviço, todas as doentes foram
sujeitas a cirurgia para estadiamento da doença: em
60,4% foi efectuada cirurgia completa (histerectomia
total + anexectomia bilateral + omentectomia infracólica
+ ressecção das massas tumorais visíveis), sendo as
lesões residuais inferiores a 2 cm em 48.2% e superiores
a 2 cm em 22,2%; em 17,3% dos casos só foi realizada
redução tumoral e em 12,3% dos casos apenas se fizeram
biópsias. As doentes com doença no estádio 1 fizeram
quimioterapia adjuvante ou não, consoante o ramo de
randomização (19 não fizeram quimioterapia). Nos
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Quadro 1

Sobrevida
n (%) 2 anos* 5 anos’~’

28 (43,6) 11/22
53 (56,4) 15/47

idade
<50A
≤50A

performance
o
2
3
desconhecido

subtipo hist.
seroso papilar
mucinoso
endometrióide
indiferenciado
células claras
borderline

status
54 (66)
16 (20)
4(5)
6 (6,5)
2 (2,5)

47 (58)
15 (18,5)
8 (10)
3 (3,7)
2 (2,5)
6(7,3)

ciação com a Ciclofosfamida ou Taxol. O estudo da
sobrevida mostrou que os grupos de doentes com P-0,
estádio inicial da doença ou com lesão residual após a
cirurgia inferior a 2 cm tiveram resultados significativa-

7/16 mente melhores aos dois anos; o mesmo estudo feito aos
6/37 cinco anos, revelou que também a idade e o grau de dife

NS P0~03 renciação histológica podem interferir, de forma signi

ficativa, nos resultados. Deve, também, ser salientado
12/42 que, embora não fosse encontrada diferença nas sobre-

0/3 vidas para os subtipos histológicos considerados, o ade
0/5 nocarcinoma seroso-papilar, quando comparado com o

subtipo mucinoso, foi, com maior frequência, um tumor
p=O 001 p=O,OO3 . . .

pouco diferenciado e diagnosticado em estadios avança
dos, sendo esta diferença significativa (quadro 1ï).

Quadro II

Seroso papilar endometrióide mucinoso
n=47 n=8 n=8

NS NS

6/32
4/11
0/3
0/2
0/2
2/2

26/42
1/16
0/3
0/5

13/39
5/12
5/8
1/3
0/2
4/4

6/29
13/34

26/37
8/32

21/28
12/43

15/34
13/34

Estádio*
-inicial 15 4 10
- avançado 32 4 5

GP 19 4 11
Gil/nu 28 4 4

p=O,OI (*) ep=O.026 (+), aplicados ao subtipo seroso papilar e mucinoso

Grau de diferenciação
1 35 (48)
111111 38 (52)

Lesão residual pós-cirurgia
<2cm 39 (48,2)
>2cm 42 (51,8)

Estádio
inicial 34 (42)
avançado 47 (58)

Quimioterapia
sim 53 (65)
não 28 (35)

p53
<25% 43 (53)
≥25% 38 (47)

c-erbB-2
negativa 63 (65,5) 20/37
positiva 28 (34,5) 8/31

Ki 67
<20,3+ 53 (66) 19/48
>20,3 27 (34) 9/22

9/23
3/27

NS p=O,O2

10/21
2/32

p~0,0002 p=O,0004

10/18
2/40

p=O,000l p=O,000l

6/35
6/27

NS NS

8/25
4/27

p=O,Ol NS

6/33
6/19

NS NS

Os estudos de imunomarcação mostraram: para a p53:
negativa - 17%; positiva fraca - 36% e positiva forte -

47%; para o C-erb B2: negativa - 51%; positiva fraca -

15% e positiva forte -35% e para o Ki 67: negativa - 0%;
positiva fraca - 66 o e positiva forte - 34%. Na interpre
tação dos resultados, consideraram-se, para a p53, as
categorias >25% e <25% e para a c-erbB-2, as categorias
marcação positiva e negativa (figuras 1, 2 e 3). O estudo
da sobrevida aos dois e aos cinco anos, não mostrou
diferenças para as classes de marcação da p53; o sub-
grupo com marcação negativa para o c-erbB2 teve me
lhor sobrevida aos dois anos (36 versus 54%; p=O.Ol)
(quadro 1).

Fig. 1 - Caivinoma setvso-papilai imunomarcação para pS,3, 20(k

+ n° médio de células marcadas; teste T-Student
no estudo da sobrevida aos 2 e 5 anos, foram excluidas as doentes o,n

diagnóstico feito antes de 2 e 5 anos, respectivamente

restantes estádios, apenas oito doentes não foram sujeitas
a quimioterapia adjuvante (uma por ter recusado trata
mento, quatro por mau estado geral, três por idade> 80
anos). A quimioterapia usada foi sempre em esquema
combinado, incluindo o Platinium ou derivado, em asso-
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Fig. 2 - Carcinoma seroso-papilar~ imunomarcação para c-erb
82, 200x.

Fig. 3 Carcinoma mucinoso, imunomarcação para Ki67,
200x

Feito o estudo comparativo entre os factores de
prognóstico clássicos do ovário e as classes de imuno
marcação, verificou-se existir associação significativa
entre: marcação da p53 superior a 25% e tumor modera
damente ou pouco diferenciado, lesão residual > 2 cm e
estádio avançado; marcação positiva para a c-erbB-2 e
lesão residual > 2 cm e estádio avançado (quadro III).

Em relação à proteína ki67, não se verificou qualquer
diferença significativa entre as médias, quer por subtipo
ou grau histológico, quer por estádio ou lesão residual
após cirurgia. Foi feito o estudo estatístico, considerando
diferentes associações de classes, sendo os resultados
sobreponíveis.

As figuras quatro a seis mostram as curvas de sobre
vida definidas pelo método de kaplan Meier. Os grupos
de doentes com doença no estádio inicial, com lesão
<2 cm após cirurgia ou com tumores com marcação ne
gativa para o c-erbB-2 têm sobrevida significativamente
melhor. Não se verificou qualquer diferença por classe
de marcação para a p53. A aplicação da regressão de Cox
às variáveis estádio, lesão residual, p53 e c-erbB-2
mostrou que apenas o estádio é factor de prognóstico

n (%) KI 67~ p53* c~erbB~2**

47 (58) 20,9 25 20
15 (18,5) 18,9 5 4

8(10) 19,1 3 2
3 (3,7) 35,6 1 1
2(2,5) 5 2 1
6(7,3) 17,3 2 0

Figura 5 - Curva de sobrevida por tamanho de lesão residual

independente.
A análise de regressão entre os três marcadores mole

culares mostrou uma relação positiva e significativa

Quadro III

subtipo hist.
seroso papilar
mucinoso
endometrióide
indiferenciado
células claras
borderline

Grau
1
111111

NS NS NS

35(48) 24,7 11 11
38(52) 18,0 25 15

NS p=O.003 NS

Lesão residual após cirurgia
<2cm 39 (48,2)
>2cm 42 (51,8)

21,8
18,8

NS

Estádio
inicial
avançado

11 8
27 20
p=0.0001 p=O,Ol

10 7
28 21
p=O.0007 p~O,O2

34(42) 21,2
47(58) 18,9

NS
+ n~ médio de células marcadas; teste T-Studenr

imunomarcação > 25% células
imunomarcação positiva

Figura 4 - Curva de sobrevida por estádio

>

o
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Figura 6 - Curva de sobrevida por classe de imunomarcação
para ap53

entre a p53 e a ki67 e entre a p53 e a c-erbB2. Porém,
qualquer das associações é fraca, já que apenas 10% do
aumento de um marcador pode ser justificado pelo outro,
existindo, provavelmente, outras causas para a variação
de cada marcador.

DISCUSSÃO
Neste estudo, a imunohistoquímica foi utilizada para

estudar a frequência de expressão da p53, da cerbB2 e da
Ki 67 nos carcinomas do ovário e avaliar a relação destes
marcadores com os factores de prognóstico clínico
patológicos, bem como o seu papel na progressão do
tumor.

Os factores de prognóstico classicarnente reconheci
dos no cancro do ovário são a idade, o performance sta

tus, o estádio da lesão, a lesão residual após cirurgia e o
grau de diferenciação histológico11. Embora o subtipo
histológico não seja, geralmente, aceite como factor de
prognóstico, alguns autores referem piores resultados
para o subtipo de células claras 12; outros defendem que
o sub tipo mucinoso tem melhor sobrevida, provavel
mente porque frequentemente se diagnostica nos está
dios iniciais e apresenta boa diferenciação1 1•

Nem todos estes factores são, no entanto, variáveis
independentes: um tumor biologicamente mais agressivo
tende a ser encontrado numa fase mais avançada, o que
implica maior dificuldade na ressecção cirúrgica. Por
outro lado, quanto maior for a disseminação peritoneal,
maior será a probabilidade de se terem desenvolvido
clones celulares resistentes à quimioterapia, sendo o
prognóstico agravado, mesmo que tenha sido feita cirur
gia de redução completa11. A redução da massa tumoral
associa-se, no entanto, a melhoria da perfusão e a um
aumento da taxa de proliferação celular, facilitando a
acção da quimioterapia11. A quimioterapia feita com
Platinium ou derivado é, por sua vez, dos factores que,
isoladamente, mais influencia a sobrevida13. Na verdade,

os marcadores de prognóstico que utilizamos, não
derivam de um conhecimento suficientemente profundo
da biologia tumoral, reflectindo, apenas, o comporta
mento do tumor verificado com os estudos ja realizados.

Neste grupo, foi possível cirurgia completa em 60%
das doentes, o que é sobreponível ao descrito por outros
autores12. Verificou-se, igualmente, o valor de prognós
tico dos factores clássicos e nenhum dos subtipos his
tológicos se associou a melhor sobrevida. Neste trabalho,
o estudo imunohistoquímico foi feito em tecido ovárico
ou em material de biópsia de lesão secundária (11%),
fixado em parafina e recolhido antes de qualquer tera
pêutica com citostáticos. São vários os autores que re
ferem que os estudos de múltiplos fragmentos de cancro
do ovário, recolhidos em sítios anatómicos diferentes15
ou em líquido de ascite ou de conteúdo quístico7,
mostram resultados concordantes, fazendo supor uma
origem unifocal do cancro do ovário14. A imunohisto
química é uma forma rápida e eficaz de identificar ano
malias na proteína p53, já que detecta a maioria das pro
teínas mutantes que ocorrem nos tumores do ovário14”5.
Porém, as diferenças de material (parafina versus conge
lado) e a diferente especificidade dos anticorpos utiliza
dos podem originar diferenças significativas na percen
tagem de células marcadas, nomeadamente pelos anti
corpos anti- c-erbB-216. Alguns autores, por outro lado,
referem que a quimioterapia com cisplatino pode induzir
aumento da p5317.

A literatura refere marcação positiva para a p53 em 30
a 88,8% dos cancros do ovário2, o que mostra uma
grande diversidade de resultados. Neste estudo, a imuno
marcação da p53 associou-se ao grau de diferenciação,
ao estádio da doença e ao tamanho da lesão residual, não
parecendo, no entanto, ter qualquer impacto sobre a
sobrevida global. São vários os trabalhos que mostram
menor frequência de marcação nos estádios inici
ais2’18’19 Alguns autores2’6 referem que este dado pode
indicar que a expressão da proteína p53 anormal é um
acontecimento tardio na carcinogénese do ovário, que
ocorre apenas na fase de metastização. Pelo contrário,
outros autores referem que este é um acontecimento pre
coce, já que se manifesta logo nos estádios iniciais18’20.
Kuptvjanczyk18 identificou a proteína p53 mutada, quer
em tumores borderline, quer em focos de endometriose
adjacentes a carcinomas endometrióides pouco diferen
ciados, e sugere que esta mutação possa surgir precoce
mente e ser responsável pela progressão dos tumores
borderline ou da cancerização de focos de endometriose.
Vários autores referem a associação com o está
dio2’7’16’19’19’21’22 e o grau de diferenciação2’7’ 16,19,21,22;

>

o
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Figura 7 - Curva de sobrevida por classe de imunomarcação
paraac—erbB2

outros há que negam esta ligação22, referindo que o gene
p53 é um gene importante na génese do cancro do
ovário, não tendo, no entanto, relação com o seu com
portamento biológico. Os dados relativos à repercussão
na sobrevida são controversos. Kohler19 refere que a
imunomarcação positiva para p53 não se relacciona com
a sobrevida, quer nos estádios iniciais, quer nos avança
dos, ainda que ocorra mais frequentemente nos sub-gru
pos de maior risco. Michael Levesque2, pelo contrário,
refere que a marcação positiva se associa à maior taxa de
recorrências e morte nos sub-grupos de menor risco
(tumores bem diferenciados, lesão residual inferior a 2
cm e estádios iniciais). Também Hartmann22 e Bosari24
referem que a marcação positiva se associa à diminuição
da sobrevida, em análise univariada.

Neste trabalho, 50% dos tumores tiveram marcação
positiva para o c-erbB-2; a marcação positiva associou-
-se ao tamanho da lesão residual > 2cm (36 versus 62%,
p=O,Ol) e ao estádio avançado da doença (35 versus

66%, p=O,03); a análise das curvas de sobrevida mostrou
resultados significativamente melhores para o grupo com
marcação negativa. A percentagem de doentes com mar
cação positiva para c-erbB-2 no cancro do ovário é va
riável e não é clara a relação com os factores de prognós
tico. A literatura mostra taxas de imunomarcação que
oscilam entre 8,7% e 70,4%16. Há autores16 que
mostram que a expressão do c-erbB-2 pode ser encontra
da em diversos tecidos humanos, incluindo o ovário, e
defendem, por isso, que só a imunomarcação forte deve
ser relevante no carcinoma do ovário. Estes mesmos
autores, numa casuística de 105 doentes, não encon
traram qualquer relação entre imunomarcação forte e
outros factores de prognóstico clínicos ou patológicos e
não reconheceram valor de prognóstico ao c-erbB-2.
SIamon9 reconheceu uma correlação entre a sobrevida e
imunomarcação forte. Enriqueta Filip16 mostra que a
imunomarcação forte se relaciona de forma significativa

com o estádio e o tamanho da lesão residual, sendo um
factor de risco independente.

Neste trabalho, a fracção de crescimento tumoral,
determinada pela marcação da Ki 67, teve valores eleva
dos (> 20%) em todos os sub-grupos estudados, não
sendo possível estabelecer qualquer relação, quer com os
factores de prognóstico clássicos, quer com a sobrevida.
Apesar de a maioria dos investigadores defenderem que
a actividade proliferativa do cancro do ovário tem sig
nificado prognóstico7’27, há algum desacordo em relação
a este dado27’28. No entanto, são vários os autores que
referem uma associação significativa entre o estádio e a
fracção de proliferação determinada pelo Ki 677,29.

Neste estudo, o aumento da expressão da p53 foi
acompanhada por um aumento da reactividade para a
Ki67; o mesmo se pode observar em relação ao c-erbB
-2. É interessante verificar que a perda da função de
regulação da proliferação inerente à p53 mutante se
acompanha de aumento da fracção de crescimento do
tumor. Vários autores associaram já a p53 e Ki 67v, bem
como correlacionaram o c-erbB-2 com o ki6729. Estas
observações sugerem que o aumento da actividade pro
liferativa parece envolver alterações na p53, que con
tribuiriam para a proliferação do tumor9. No entanto,
Goff30, num estudo de 64 casos, não encontrou qualquer
relação entre a marcação da c-erbB-2, da Ki67, da p53.
do EGFR e do TNFa.

A importância do estudo dos marcadores biológicos é
grande, sendo necessários mais estudos que nos permi
tam entender melhor a biologia tumoral e, provavel
mente, definir esquemas de tratamento mais eficazes.

CONCLUSAO
A p53 marcou 83% dos carcinomas do ovário e asso

ciou-se ao grau de diferenciação, ao estádio da doença e ao
tamanho da lesão após cirurgia. O c-erbB-2 marcou 51%
dos tumores estudados, associando-se ao estádio da doença
e ao tamanho da lesão após cirurgia. O grupo com mar
cação negativa para o c-erbB-2 teve sobrevida significati
vamente melhor. Foi encontrada uma relação directa e sig
nificativa entre a Ki 67 e a p53 e entre a p53 e a c-erbB-2.

Seria importante definir o papel destes marcadores na
identificação de sub-grupos de risco nos estádios iniciais
e de sub grupos de resistência à quimioterapia, nos está
dios avançados.
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