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Prognostic significance of Ki-67
in great cell undifferentiated
carcinoma of the major salivary
glands: study of 11 cases

Resumo / Summary

Introdução: Estabelecer a relação entre o comportamento bio-
lógico e o prognóstico nas neoplasias indiferenciadas das glân-
dulas salivares maiores. Objetivo: Identificação de parâmetros
clínicos, histopatológicos, imunohistoquímicos e de proliferação
celular (Ki-67) no prognóstico destas neoplasias. Forma de Estu-
do: Análise de espécimes através de procedimentos histológicos e
imunohistoquímicos e sua relação com o prognóstico destas
neoplasias. Material e Método: Onze casos de carcinoma
indiferenciado tipo grandes células das glândulas salivares maio-
res, diagnosticados e tratados no Departamento de Cirurgia de
Cabeça e Pescoço e Otorrinolaringologia do Hospital Heliópolis,
Hosphel, São Paulo, no período de 1977 a 2000. Foram revistos e
subclassicados por perfis de positividade para citoqueratinas de
alto e/ou baixos pesos moleculares. Resultados: Sinalizou-se com
um padrão imunohistoquímico de diferenciação histogênica
bidirecional (tipo mucoepidermóide), e unidirecionais do tipo
epidermóide ou ductal/glandular, visando sobretudo identificar a
influência de parâmetros demográficos, clínicos, anátomo-pato-
lógicos (índice mitótico), e do índice de imunoproliferação celu-
lar (Ki-67) clone MIB-1. Os resultados mostraram significativa ocor-
rência em indivíduos na 5ª década de vida, brancos, na glândula
parótida, ao mesmo tempo que não demostrou diferença estatís-
tica em relação ao critério gênero. O índice mitótico e o índice de
imunoproliferação celular (Ki-67), apresentaram-se estatisticamente
significativos (p<0,01), ao exibirem valores compatíveis com ou-
tras neoplasias de alto grau de malignidade das glândulas saliva-
res maiores, destacando-se o Carcinoma Mucoepidermóide, Car-
cinoma Adenóide Cístico e Carcinoma Acinar. Conclusões: A
sub-classificação imunohistoquímica de positividade para
citoqueratinas não apresentou diferenças estatisticamente signifi-
cativas em relação aos índices mitóticos e o índice de
imunoproliferação celular (Ki-67), não acrescentando variável de
importância preditiva do comportamento biológico deste tumor,
face à modalidade histogênica de diferenciação.
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Introduction: To establish the relation between the biologic
behaviour and the prognosis of the undifferentatiated
carcinoma of major salivary glands. Objective: Identification
of clinical histological, imunohistochemical parameters and
its influence on the prognosis. Study Design: Specimens
analysis through histological and imunoihistochemical
procedures. Material and Method: Eleven cases of
Undifferentiated Carcinoma of Major Salivary Glands were
diagnosed and treated at the Head and Neck and
Otorhinolaryngology Department of Hospital Heliópolis,
Hosphel, São Paulo, from 1977 to 2000. These specimens were
reviewed through histological and imunohistochemical
procedures, and sub classified for positivity profile of
citokeratines (high and low molecular weights). Then, it was
defined a bi-directional pattern of histogenetic differentiation
(mucoepidermoid type) and unidirectional pattern (epidermoid
or ductal/glandular types), and its relation to clinic-
demographic, mitotic index and cellular imunoproliferation
(Ki- 67) clone MB-1, concerning to biological behaviour of
these neoplasias. Results showed the predominance of patients
withy more than 40 years old, white, parotid gland location
and aggressiveness since early stages (T

1 
e T

2
). The mitotic

and cellular imunoproliferative index (Ki-67) revealed values
of high malignancy neoplasias (p<0,01) as mucoepidemoid,
cystic adenoid and acinar carcinoma. Conclusion: The
imunohistochemical subclassi f icat ion posi t ivi ty for
citokeratines, did not show statistical differences between
mitotic and cellular imunoproliferative index (Ki-67), relating
to predictive prognosis of these neoplasias.

Palavras-chave: Ki-67, glândula salivar maior,
carcinoma indiferenciado.
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INTRODUÇÃO

O carcinoma indiferenciado de glândulas salivares
maiores é uma patologia rara, com incidência inferior a 1%
dentre as neoplasias malignas desta estrutura anatômica. Foi
descrito inicialmente por Helderman et al.1 (1962) e
posteriormente correlacionada por vários autores com o vírus
de Epstein Barr2-8.

A partir de 1992, a Organização Mundial de Saúde
(OMS) classificou esta neoplasia em tipos pequenas
células (≤ 30 mm) e grandes células (>30 µm).
Entretanto, não raramente, o carcinoma indiferenciado
está associado a outras neoplasias glandulares ou
epidermóides (microscopia óptica), e à presença ultra-
estrutural e antigênica de diferenciação ductal,
epidermóide e neuroendócrina (microscopia eletrônica
e imunohistoquímica), muito embora estes achados em
si não são obrigatoriamente sinalizadores de prognóstico
destas neoplasias.

O Ki-67 é uma proteína não histônica9, com peso
molecular aparente de 345 a 349 Kd, presente em todas as
fases do ciclo de divisão celular (exceto Go), sendo sua
denominação decorrente de sua identificação em Kiel
(Alemanha) na 67ª placa de cultura tecidual, tratando-se de
uma IgG

1
 de camundongo produzida contra uma fração

nuclear da linhagem celular L428 da doença de Hodgkin10,
alcançando sua maior expressão nas fases G2 e M11. Sendo
um antígeno monoclonal, de vida média de uma hora12, o
cromossomo 10 parece ser aquele envolvido na síntese
protéica determinante deste antígeno no ciclo celular13,14.
Assim, vários trabalhos referenciam o Ki-67 como protetor
clínico do comportamento biológico das neoplasias malignas9,
pois diagnostica a síntese do DNA da neoplasia com o
aumento da marcação de células malignas com este
antígeno11. Outro aspecto que merece ser ressaltado é a
definição das margens cirúrgicas pelo Ki-67, pois demonstram
a invasão tumoral por vezes não detectadas à microscopia
óptica, sendo o aumento de sua positividade determinante
de índices de mau prognóstico.

Vale ressaltar que a positividade do Ki-67 não é
exclusiva das neoplasias malignas mas sim predominante
em relação às benignas nos tecidos glandulares15,16, sendo o
melhor marcador de transformação maligna, como, por
exemplo, do carcinoma ex adenoma pleomórfico17.

Finalmente, foi salientada a positividade do Ki-67 em
carcinomas glandulares pós-irradiação como marcadores de
recidiva18, sendo tanto maior quanto a malignidade da
neoplasia19,20.

Desta forma, pretendemos entender a evolução e o
prognóstico do carcinoma indiferenciado das glândulas
salivares maiores através do estabelecimento da correlação
estatística de variáveis histopatológicas e imunohistoquímicas,
com o marcador de proliferação Ki-67 através da utilização
do Ki-67 clone (MIB-1).

MATERIAL E MÉTODO

Nos Departamentos de Cirurgia de Cabeça e Pescoço,
Otorrinolaringologia e Anatomia Patológica (1977 a 2000),
foram revisados histologicamente blocos parafinados de 26
pacientes portadores de carcinomas indiferenciados de
glândulas salivares maiores (parótida e submandibular),
tratados através da cirurgia isolada ou associada à radioterapia.
Os blocos selecionados foram recortados (espessura 5µ),
corados pela técnica histoquímica Hematoxilina-Eosina (HE),
sendo avaliados à microscopia óptica segundo os critérios
da OMS (1992), havendo confirmação histológica quanto ao
critério morfológico em apenas 11 casos.

Na avaliação imunohistoquímica, foram empregados
painel de anticorpos de citoqueratinas (AE1, AE3, 35B11 e
35B12), Antígeno de Membrana Epitelial (EMA), proteína S-
100, Vimentina, Antígeno Leucocitário Comum (ALC) e
Cromogranina, através do método de recuperação e ampli-
ficação antigênica empregando o anticorpo multivalente
(Avitina-Biotina-Peroxidase) em diluições variáveis, visando
confirmação de histogênese epitelial das células neoplásicas,
aliado à exclusão dos diagnósticos diferenciais, inerentes às
neoplasias com pouco grau de diferenciação (Melanomas,
Linfomas Não-Hodgkin e Sarcomas).

Quanto à avaliação da proliferação celular, esta foi
realizada de duas formas: a primeira através da contagem
mitótica, feitas em 10 campos de maior aumento (CGA), após
coloração pela HE (aumento 400x), sendo excluídos os casos
não idealmente representados. Na segunda, a avaliação
imunohistoquímica da proliferação celular, utilizamos o
anticorpo monoclonal anti-antígeno nuclear Ki-67 (Dalso)
clone MIB-1, em diluição de 1/50 (Foto 1). Para o controle
das reações imunohistoquímicas, foram utilizados cortes de
glândula salivar maior fixados em formol e incluídos em
parafina. Como critério de positividade para Ki-67, foram feitos
cortes histológicos de amídalas com marcação de linfócitos
centroblásticos em centros germinativos, com nucléolos
positivos quando corados em castanho (Foto 2). A
quantificação da positividade do clone MIB-1 (Ki-67) foi feita
através da contagem da ocorrência de núcleos positivos em
500 a 1000 células de cada caso, havendo grande rigidez na
seleção de áreas consideradas positivas e negativas, sendo
excluídas as duvidosas (Foto 3). Nas neoplasias idealmente
representadas, a lâmina foi dividida em quadrantes e percorrida
segundo uma barra grega, de modo a fornecer um número
equivalente de células das diferentes áreas do fragmento.

Para o tratamento estatístico, todas as variáveis foram
analisadas utilizando-se o programa estatístico GrafhPad
Instat, versão 3.0 e GraphPad Prism, versão 3.0. Na
determinação da influência de variáveis paramétricas e não
paramétricas dos parâmetros clínicos, demográficos,
anatomopatológico foram realizados respectivamente pelos
testes t de Student, Fisher, ANOVA e Qui-quadrado, com
correção de Yates (p < 0,05).
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RESULTADOS

Os resultados demonstraram a inexistência de diferenças
estatisticamente significativas entre os gêneros masculino
(63,64%) e o feminino (36,36%) decorrente da pequena
casuística (p > 0,05), embora tenha ocorrido predomínio da
raça branca em 91,00% dos pacientes (p<0,01), com idade
média amostral de 69-11,4 anos (Tabela 1).

Com relação ao sítio primário, a glândula parótida
predominou significativamente em relação à submandibular
(relação de 10:1), na proporção de 90,9% para 9,1% (teste
de Student com p < 0,01). Todavia não houve diferença
entre o lado D e o E (54.5% e 36,4% respectivamente),
dados estes analisados pelo teste do qui-quadrado (p > 0,05).
No que diz respeito ao tempo de evolução da queixa clínica
inicial ao diagnóstico, este foi de 4,3 ± 0,6 mês (Tabela 2).
Quanto ao tamanho da lesão (mensurado o tumor em cm),
não houve diferenças significativas entre os diferentes
intervalos (Tabela 3).

Quanto à relação do parâmetro pT da classificação
TNM, avaliação histopatológica e a incidência, embora não
houvesse diferenças significantes através do teste do Qui-
quadrado (p<0,05), houve predomínio numérico de lesões
pT2 (2 a 4 cms) – (Tabela 4).

Na mensuração do índice mitótico, em 10 campos de
grande aumento (400X), segundo o perfil imunohistoquímico
de marcação positiva para citoqueratinas de alto e baixo

Foto 1. Corte histológico do carcinoma indiferenciado do tipo grandes
células das glândulas salivares maiores, corado em (HE), com
destaque para figuras de mitose (400x).

Foto 2. Corte histológico de tecido amigdalino, com destaque para
células linfóides do centro germinativo (cetroblastos e centrócitos)
corados em castanho, após imunohistoquímica a positiva para
anticorpo Ki-67 clone MIB-1, usada como controle (400x).

Foto 3. Corte histológico do carcinoma indiferenciado tipo grandes
células das glândulas salivares maiores, com destaque para células
neoplásicas, coradas em castanho, após reação imunohistoquímica
positiva para o anticorpo Ki-67 clone MIB-1 (250x)

Tabela 1. Variáveis demográficas em 11 pacientes com
carcinoma indiferenciado do tipo grande células.

*Variáveis n %
Masculino 7 63,64
Feminino 4 36,36
Idade 11 (69+11,4)
Branca 9 1,00
Não Branca 2 9,00

* Teste t de Student (p<0,01)

Tabela 2. Distribuição de variáveis clínicas em 11 casos de
carcinoma indiferenciado do tipo grande células das glândulas
salivares maiores.

Variáveis Clínicas Ocorrências (%)

Topografia Glândulas parótidas * 89,9
da lesão Parótida direita 54,5

Parótida esquerda 36,4
Tempo de Submandibular esquerda 9,1

queixa (meses) 4,3 ± 0,6 100,0
(n = 11)

*Os dados foram analisados através do teste Qui 2 (p< 0,05) em
relação à predominância de topografia primária da lesão.
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Tabela 3. Diâmetro da lesão versus tamanho da neoplasia maligna

Maior diâmetro (mm) n % *
< 20 2 18,2

20 – 40 6 54,5
> 40 – 60 1 9,1

> 60 2 18,2

Total 11 100,0

* Os dados forma analisados pelo teste qui-quadrado (p < 0,05)

Tabela 4. Relação entre pT e as neoplasias malignas

pT n %*
pT1 2 18,2
pT2 6 54,5
pT3 1 9,1
pT4 2 18,2

Total 11 100,0

* Dados analisados pelo teste do qui-quadrado (p< 0,05)

Tabela 5. Índice mitótico dos carcinomas indiferenciados de glândulas salivares tipo grandes células segundo o perfil
imunohistoquímico de marcação positiva para citoqueratinas de alto e baixo pesos moleculares.

Perfil Imunohistoquímico n Médias ± EPM p 
calculados

Perfil IPX –I 04  12 ± 1,43 p= 0,269
Perfil IPX –II 02  55,5 ± 4,86 p= 0,895
Perfil IPX –III 05  22,8 ± 1,66 p= 0,176
Perfil IPX Geral 11 24,81 ± 1,47 -

Os valores foram avaliados através do teste t de Student (p> 0,05). Os resultados foram expressos em média ± epm do índice mitótico
Perfil IPX I: positividade para citoqueratinas de alto e baixo pesos moleculares, além do coquetel de citoqueratinas AE1AE3.
Perfil IPX II: positividade exclusiva para citoqueratinas de baixo pesos moleculares.
Perfil IPX III: positividade exclusiva para citoqueratinas de alto peso moleculares.
Perfil IPX Geral: todos os casos

Tabela 6. Índice de imunomarcação do Ki 67, segundo o perfil imunohistoquímico de citoqueratinas de alto e baixo pesos
moleculares em carcinomas indiferenciados tipo grandes células de glândulas salivares maiores.

Perfil Imunohistoquímico n Médias ± EPM p 
calculados

Perfil IPX –I 04  27 ± 2,31 0,245
Perfil IPX –II 02  7,5 ± 1,78 0,286
Perfil IPX –III 05  30,6 ± 0,58 0,297
Perfil IPX Geral 11 25,09 ± 1,23 -

Os dados forma avaliados através do teste t de Student (p > 0,05)
Os resultados foram expressos em médias de imunopositividade para o Ki –67 em 1000 células (médias ± epm) dos casos analisados.
Perfil IPX I: positividade para citoqueratinas de alto e baixo pesos moleculares, além do coquetel de citoqueratinas AE1AE3.
Perfil IPX II: positividade exclusiva para citoqueratinas de baixo pesos moleculares.
Perfil IPX III: positividade exclusiva para citoqueratinas de alto pesos moleculares.
Perfil IPX Geral: todos os casos

pesos moleculares, as lâminas foram coradas pela
hematoxilina e eosina, não havendo evidência de
significância estatística através do teste t de Student e ANOVA
(p>0,05) com perfis imunohistoquímicos (I, II, II e geral) –
(Tabela 5).

Quanto ao índice de imunomarcação do Ki-67 (Clone
MIB-1) medido em percentagem de positividade em 1000
células, não houve diferença significativa dos perfis I, II e III
das citoqueratinas quando avaliadas através dos testes t de
Student e ANOVA (Tabela 6).

Quanto à relação entre os parâmetros do índice
mitótico de imunoproliferação celular do Ki-67 (Clone MIB-
1) em função do perfil imunohistoquímico de marcação
positiva com citoqueratinas de alto e baixos pesos

moleculares, não houve diferenças significantes (teste t de
Student e ANOVA para p>0,05). Todavia, a exiguidade da
amostra não possibilitou avaliação estatística entre as variáveis
índices mitótico/índice de imunoproliferação do Ki-67 nos
grupos Perfil IPX II (n=2), sendo somente possível nos grupos
Perfil IPX Geral, Perfil IPX I e Perfil IPX III (Tabela 7).

DISCUSSÃO

Os carcinomas indiferenciados de glândula salivar mai-
or, pela sua raridade, não possibilitam uma boa classificação
prognóstica à luz dos conceitos morfológicos atuais, sendo
necessária sua associação com critérios do perfil imunohisto-
químico e do marcador de imunoproliferação celular Ki-67
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(Clone MIB-1) para sua sub-classificação21,22. Assim, torna-se
possível distinguir estes tumores em padrões de citoqueratinas
de alto e/ou baixo pesos moleculares, sinalizando para a dife-
renciação imunohistoquímica bidirecional do tipo mucoepi-
dermóide em 4 casos (Perfil IPX I), de diferenciação ductal/
glandular em 2 casos (Perfil IPX II) e diferenciação
epidermóide em 5 casos (Perfil IPX III).

Quanto aos perfis imunohistoquímico de marcação
para citoqueratinas de alto e/ou baixo pesos moleculares,
frente aos parâmetros índice mitótico e índice de
imunoproliferação celular Ki-67, observamos uma média
geral do grupo de 24,81 mitoses em 10/CGA, com erro
padrão da média (EPM) de 1,47, e índice de positividade Ki
67 de 25,09 ± 1,23 (EPM), sendo que o perfil IPX I (padrão
bidirecional de marcação tipo mucoepidermóide) de 12
mitoses em 10/ CGA e 27 ± 2,31 (EPM) índice Ki-67, o
perfil IPX II (diferenciação epidermóide, ductal/glandular)
com 22,8 mitoses em 10/CGA e 30,6 ± 0,58 (EPM) de índice
de imunomarcação do Ki-67.

Diante da presença de neoplasias indiferenciadas, o
Ki-67 é o melhor marcador de proliferação celular atualmente
disponível23. Todavia, como não marca as células em G

0
, ao

marcar o comportamento de crescimento populacional,
permite estabelecer uma relação direta com o prognóstico,
o qual deverá, de toda a forma, ser acrescido daquelas células
(Go) não marcadas. Todavia, enquanto obtivemos um índice
de marcação de 25,09% nas neoplasias indiferencidas, outros
autores16 referem valores menores para neoplasias
diferenciadas como 14% para o carcinoma epidermóide,
13,6% para o adenocístico. Isto permite prever a utilização
do marcador como diagnóstico de diferenciação entre
benignos e malignos, nos pacientes onde a dúvida persiste,
em situações que a histopatologia não consegue diferenciá-
los pela metodologia habitualmente empregada como a
macroscopia óptica. Vale salientar que o emprego do Ki-67
poderia impactar no prognóstico das neoplasias pouco

Tabela 7. Distribuição por intervalos de classes do marcador de imunoproliferação celular Ki 67, segundo o perfil imunohistoquímico
de diferenciação.

Percentual de Intensidades Geral Perfil IPX I Perfil IPX II Perfil IPX III

Positividade (n= 11) (n= 4) (n= 2) (n= 5)

Celular(%)

0 ↔ 10 +/5+ 2 1 1 0
10 → 20 ++/5+ 4 2 1 1
25 → 50 +++/5+ 4 0 0 4
50 → 75 ++++/5+ 4 1 0 0
75 → 100 +++++/5+ 0 0 0 0

Os dados foram analisados através do teste do Qui2 (p> 0,05).
Perfil IPX I: positividade para citoqueratinas de alto e baixo pesos moleculares, além do coquetel de citoqueratinas AE1AE3.
Perfil IPX II: positividade exclusiva para citoqueratinas de baixo pesos moleculares.
Perfil IPX III: positividade exclusiva para citoqueratinas de alto peso moleculares.
Perfil IPX Geral: todos os casos

diferenciadas ou em lesões displásicas, onde o grau de
indiferenciação e de displasia seriam determinantes do
prognóstico destas neoplasias quanto à sua malignidade e
ao comportamento ao longo do seguimento destes pacientes
submetidos à cirurgia isolada ou associada à radioterapia.
Todavia, seriam necessárias amostras de pacientes em
número suficientes que permitissem diferenciar padrões de
citoqueratinas de alto ou baixo peso molecular, os índices
mitóticos, bem como o de imunoproliferação do Ki-67.

CONCLUSÃO

A sub-classificação imunohistoquímica de positividade
para citoqueratinas não apresentou diferenças estatisticamen-
te significativas em relação aos índices mitóticos e o índice
de imunoproliferação celular (Ki-67), não acrescentando
variável de importância preditiva do comportamento bioló-
gico deste tumor, face à modalidade histogênica de diferen-
ciação, necessitando novos estudos com casuísticas mais
significantes do ponto de vista numérico.
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