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RESUMO - Introdução - O adenocarcinoma de esôfago apresenta aumento de 
frequência nas últimas décadas, particularmente em países desenvolvidos. O 
esôfago de Barrett é reconhecido como a principal lesão precursora e o estudo 
da sequência metaplasia-displasia-adenocarcinoma mostra a ocorrência de 
alterações genéticas desde suas fases mais incipientes. As alterações no p16INK4a 
são relatadas como frequentes no esôfago de Barrett e no carcinoma de esôfago. 
Objetivo - Verificar a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína 
p16INK4a em exames anatomopatológicos de pacientes com adenocarcinoma de 
esôfago. Método - A população do estudo foi constituída de 37 pacientes com 
adenocarcinoma de esôfago. A expressão da proteína p16 foi detectada por meio 
de análise imunoistoquímica, com anticorpo primário p16INK4aAb-7, clone 16P07, 
NeoMarkers e avaliada de acordo com o Sistema de Escore de Imunorreatividade 
(Immunoreactive scoring system – IRS) modificado. Resultados - No grupo houve 
predominância de pacientes do sexo masculino (86,5%) e a maioria dos casos 
correspondia a estádios avançados (III e IV = 67,5%). Em 12 casos (32,4%) foi 
identificada expressão imunoistoquímica da proteína p16INK4a. Não foi observada 
relação significativa entre a perda da expressão da proteína p16INK4a e o grau 
de diferenciação histológica (p=0,81) nem com o estadiamento da doença 
(p=0,485). Conclusão - Ocorre perda da expressão imunoistoquímica da proteína 
p16INK4a, corroborando as informações de que a inativação do gene p16 é um 
evento frequente e que pode exercer papel importante na carcinogênese do 
adenocarcinoma de esôfago.
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ABSTRACT - Background - The esophageal adenocarcinoma shows an  increasing 
frequence in the last decades, specially in the developed countries.  The Barrett´s 
esophagus is accepted as the major premalignant lesion and the metaplasia-
dysplasia-adenocarcinoma sequence presents a lot of genetic changes since its 
early events. The alterations in p16INK4a are frequent in Barrett´s esophagus and 
esophageal carcinoma. Aim - To verify the prevalence of the immunohistochemical 
expression of the p16INK4a protein in patients with esophageal adenocarcinoma. 
Methods - The study population consisted of 37 patients with resected 
esophageal adenocarcinoma. The p16INK4a protein expression was determined 
by immunohistochemistry using primary antibody p16INK4aAb-7, clone 16P07 
NeoMarkers and assessed according to the Immunoreactive scoring system 
(IRS). Results - Of 37 analyzed patients, the most were male (86,5%) and the 
advanced disease was predominant (stages III and IV = 67,5%). In 12 (32,4%) the 
immunohistochemistry was positive for p16INK4a.There was no significative relation 
between the protein expression and the degrees of histological differentiation of 
the biopsies and surgical especimens (p=0,81) neither with the staging (p=0,485). 
Conclusion - The lost of the immunohistochemical expression of the p16INK4a 
protein in this study suggests that p16 is enroled in the carcinogenesis of the 
adenocarcinoma of esophagus.
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INTRODUÇÃO

Vários estudos analisaram fatores de 
risco e o mecanismo de progressão das 
lesões metaplásicas para as displasias 

e, destas, para o adenocarcinoma14,15,22. O risco de 
desenvolvimento de adenocarcinoma em pacientes 
com esôfago de Barrett (EB) é estimado em 1 caso para 
cada 56 a 250 pacientes-ano de seguimento10.

Alterações de genes específicos, relacionados 
a alguns tipos de tumores, evidenciam o importante 
papel destes genes como potenciais indicadores de 
prognóstico ou de resposta à terapêutica9,10.

As alterações no gene p16INK4a (p16) são objeto 
de estudo em diversos tumores como carcinomas 
epidermóides de cabeça, pescoço e esôfago, 
adenocarcinomas de pâncreas e tumores estromais 
gastrointestinais10,24,26,32. Estudos em tumores de 
pâncreas e em tumores estromais gastrointestinais 
relatam pior prognóstico na vigência de alterações 
nesse gene10,24.

Existem muitos estudos sobre as alterações no 
gene p16 em esôfago de Barrett e no carcinoma de 
esôfago, incluindo o adenocarcinoma, sendo a perda 
alélica do p16 considerada a alteração gênica inicial na 
progressão da metaplasia de Barrett e a hipermetilação, 
uma das formas mais frequentes de inativação do 
gene4,16,28. No entanto, são poucas as publicações 
específicas sobre a repercussão dessas alterações 
genéticas e epigenéticas na expressão da proteína p16 
em adenocarcinomas de esôfago4.

Assim, este estudo tem por objetivo verificar a 
prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína 
p16INK4a em exames anatomopatológicos de pacientes 
com adenocarcinoma de esôfago

MÉTODO

O presente estudo foi submetido à análise do 
Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre para avaliação quanto às normas 
regulamentares e diretrizes éticas, com aprovação para 
execução, sob protocolo número 03-183.

A população estudada foi obtida pela revisão dos 
prontuários dos pacientes do Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre, RS, Brasil com adenocarcinoma de esôfago.

O critério de inclusão foi: pacientes com diagnóstico 
anatomopatológico de adenocarcinoma de esôfago. Os 
de exclusão foram: história ou presença de outra neoplasia 
maligna concomitante; tratamento neoadjuvante 
(quimioterapia ou radioterapia); ausência de blocos de 
parafina para a confecção de lâminas para o estudo.

As variáveis estudadas foram: idade, sexo, 
estadiamento, grau de diferenciação histológica, 
procedimento cirúrgico realizado, intensidade da 
expressão da proteína p16INK4a, percentual de núcleos 
corados para a p16INK4a.

Cortes representativos do tumor para estudo 
imunoistoquímico foram oriundos de blocos de parafina 
com material de biópsia ou peça cirúrgica com a 
padronização técnica utilizada na rotina do Serviço de 
Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Ela 
consistiu em desparafinização e reidratação, recuperação 
antigênica, inativação da peroxidase endógena e 
bloqueio das reações inespecíficas. O anticorpo primário, 
p16INK4a clone 16P07  NeoMarkers foi incubado por 12 
horas a 4ºC na diluição de 1:75, seguido da aplicação 
do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase 
(LSAB, Dako) e revelação com diaminobenzidina 
tetraidroclorido (Kit DAB, Dako). A reação apresentou 
como controle positivo a neoplasia intraepitelial cervical 
positiva para p16, sendo o controle negativo realizado 
sem a utilização do anticorpo primário.

A avaliação da p16INK4a (p16) foi realizada de 
acordo com o Sistema de Escore de Imunorreatividade 
(Immunoreactive Scoring System – IRS)21 modificado, sendo 
considerada como positiva apenas a coloração nuclear.

Dois padrões de coloração foram utilizados: 
positivo: quando pelo menos 10% dos núcleos foram 
positivos, em padrão focal ou difuso pelo tecido, e 
negativo, quando nenhuma ou poucas células (<10%) 
mostraram coloração nuclear.

A intensidade da coloração foi classificada 
graduando-se de 0 a 3, onde: 0 é negativa, 1 é fraca, 2 
é moderada e 3 é forte.

O escore final da expressão da p16 foi obtido 
multiplicando-se as duas pontuações.

A leitura das lâminas foi realizada por dois 
patologistas, de forma independente e sem o 
conhecimento dos dados clinicopatológicos. O 
resultado final foi obtido por revisões de consenso 
discutidas entre os dois patologistas.

Na Figura 1 podem ser observados exemplos 
de colorações nas várias intensidades para melhor 
ilustrar o método.

FIGURA 1 -  A) Expressão imunoistoquímica negativa da p16 
(400X); B) expressão imunoistoquímica fraca 
da p16 (400X); C) expressão imunoistoquímica 
moderada da p16 (400X); D) expressão 
imunoistoquímica forte da p16 (400X) 
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Na análise estatística, os dados quantitativos foram 
descritos por média e desvio-padrão, e os categóricos 
por frequência (número absoluto) e percentual. 
As observações realizadas pelos dois patologistas 
responsáveis pela avaliação da intensidade da coloração 
e expressão da p16 tiveram sua concordância estimada 
por medida de concordância Kappa. A distribuição da 
p16 entre os grupos de diferenciação histológica e entre 
os estádios da doença foi comparada pelo método 
do Qui-quadrado. Os dados foram processados e 
analisados com auxílio do programa SPSS (Statistical 
Package for the Social Sciences) versão 13.0.

RESULTADOS

Foram revisados 63 prontuários de pacientes que 
preenchiam os critérios de inclusão. Desses, foram 
incluídos no estudo apenas aqueles que apresentavam 
blocos de parafina com biópsias ou peças cirúrgicas 
compatíveis para estudo, formando uma população de 
37 pacientes.

A média de idade foi de 61,9 anos (desvio 
padrão ± 8,6 anos). Trinta e dois pacientes eram do 
sexo masculino (86,5%), com média de idade de 61,2 
anos (desvio-padrão ± 1,6 anos) e cinco eram do sexo 
feminino (13,5%), com média de idade de 66 anos 
(desvio-padrão ± 1,1 anos) (Figura 2).

A maior parte dos pacientes (67,5%) apresentava 
doença em estádios III e IV. Em quatro casos (10,8%) 
não foi localizada anotação referente ao estadiamento.

Os procedimentos cirúrgicos com intenção 
curativa (gastrectomia total e esofagogastrectomia 
transiatal) foram realizados em 54% dos casos. Os 
demais foram submetidos à operação paliativa ou não 
receberam tratamento cirúrgico. 

Quanto ao grau de diferenciação do tumor, cinco 
casos eram de tumores bem diferenciados (13,5%), vinte 
e um moderadamente diferenciados (56,8%) e dez casos 
referiam-se a tumores indiferenciados (27%) .

Na análise imunoistoquímica da p16, houve 
boa concordância entre os observadores em relação 
à avaliação do percentual de núcleos corados 
(Kappa=0,628).

Em relação à avaliação da intensidade da 
expressão da p16 nos núcleos, a concordância foi 
razoável (Kappa=0,392).

Nos casos em que houve discordância entre os 
observadores, as lâminas foram revisadas pelos dois 
patologistas até que consenso fosse estabelecido. Para 
as análises finais, somente os resultados consensuais 
foram considerados.

A expressão imunoistoquímica da p16 foi 
observada em apenas 32,4% dos casos analisados.  
Em seis (16,2%) houve expressão forte (escore 3); em 
três (8,1%) ela foi moderada e em outros três (8,1%) 
fraca. Em vinte e cinco casos (67,6%) houve perda da 
expressão.

Em relação ao sexo, houve expressão da proteína 
em dez dos 32 homens (31,2%) e em duas de cinco 
mulheres (40%) (p=ns). Quanto ao estadiamento, a 
distribuição da expressão da proteína foi de 50% no 
estádio I (expressão em dois entre quatro pacientes), 
50% no estádio II (expressão em dois entre quatro 
pacientes), 23% no estádio III (expressão em três 
entre 13 pacientes) e 41,7% no estádio IV (expressão 
em cinco entre 12 pacientes). Não houve expressão 
da proteína nos quatro pacientes sem informação de 
estadiamento. A análise estatística não mostrou relação 
significativa entre o estadiamento e a expressão da 
proteína (p=0,485) 

A distribuição da expressão da proteína p16 entre 
as diferentes abordagens cirúrgicas foi a seguinte: no 
grupo submetido a gastrectomia total, houve expressão 
em três de 11 pacientes (27,3%); no grupo submetido 
a operação paliativa, a expressão foi identificada em 
quatro de 11 pacientes (36,4%); dos submetidos à 
ressecção transhiatal, quatro dos nove pacientes (44,4%) 
expressaram a proteína e no grupo dos pacientes 
submetidos apenas à biópsia, houve expressão da 
proteína em um de seis pacientes (16,7%) (p=ns).

Também não foi observada relação 
estatisticamente significativa entre a expressão 
imunoistoquímica da p16 e o grau de diferenciação 
histológica do tumor, quando analisada em relação ao 
escore de imunorreatividade (p=0,81).

DISCUSSÃO

Os critérios para a inclusão e exclusão dos 
casos no presente estudo foram rigorosamente 
analisados, visando preservar a representatividade 
da casuística e a compatibilidade das amostras com 

FIGURA 2 - Distribuição segundo o sexo e idade dos pacientes 
com diagnóstico de adenocarcinoma de 
esôfago em um período de cinco anos (n=37) 
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a técnica utilizada. Isso permitiu, por exemplo, a 
inclusão do material obtido em biópsias, além das 
peças operatórias de ressecções realizadas. A maior 
parte dos casos de adenocarcinoma de esôfago 
foram diagnosticados em estádios avançados, sem 
indicação de ressecção do órgão.

Foram excluídos os casos submetidos a tratamento 
neoadjuvante ou com história ou presença de outra 
neoplasia maligna concomitante, pois essas situações 
poderiam modificar a expressão da proteína e o estado 
do gene p1616,20.

Diversos estudos mostram que a análise da 
expressão imunoistoquímica da proteína p16 apresenta 
boa correlação com os demais métodos de análise 
das alterações do gene p16, como o sequenciamento 
molecular e a amplificação da reação em cadeia da 
polimerase (PCR)2,3,4,9,18,19,25,31. Essa fundamentação 
científica justificou a utilização de método de menor 
custo com análise adequada para o objetivo proposto.

A avaliação da expressão da p16 através da 
imunoistoquímica mostrou concordância de boa a 
razoável entre os observadores, quanto aos critérios 
de positividade (coloração nuclear) e quanto aos de 
intensidade da expressão. Essa concordância pode ser 
consequência da participação ativa dos patologistas 
nos diversos estudos já realizados com a casuística do 
Hospital de Clínicas3.

Foi localizado um único trabalho publicado com 
descrição clara da metodologia utilizada na análise 
imunoistoquímica da p16 no adenocarcinoma de 
esôfago4. No estudo referido, foram considerados 
negativos os casos em que menos de 10% das células 
mostravam coloração nuclear.  O presente estudo 
utilizou o mesmo critério, mas acrescentou a análise 
da intensidade da expressão, através do escore de 
imunorreatividade modificado.

Alterações no gene p16 foram estudadas 
em diversas lesões pré-malignas7,20,28,29e inúmeros 
tumores16,23, como os de cólon e reto25, pâncreas10, colo 
uterino19, glândulas salivares18, cabeça e pescoço9,32, 
mesoteliomas12, osteossarcomas17, gliomas13 bexiga1, 
tumores estromais gastrointestinais24, ovário5, 
pulmão2,3,19, estômago8 e esôfago4,7,13,26,27,29,31.

Inúmeras alterações já foram descritas no gene 
p16, sendo as mais frequentes a hipermetilação e 
as deleções2,3,4,7,8,9,12,13,18,19,25,29,31. Essas alterações são, 
com frequência, associadas à perda da expressão 
imunoistoquímica da proteína p162,3,9,13,18,19,25.

Os processos moleculares que acompanham 
a progressão do esôfago de Barrett para o 
adenocarcinoma motivaram diversos estudos, 
consagrando-o como a principal lesão precursora do 
adenocarcinoma de esôfago4,7,28,29. Dentre as causas 
do EB, merece destaque o refluxo gastroesofágico, 
doença com prevalência em ascensão6.  Gurski et 
al.11, em 2003, mostraram que a operação antirefluxo 
proporcionou reversão de lesões metaplásicas e 
displásicas de esôfago de Barrett para formas mais 

benignas em um número significativo de pacientes. 
As alterações do p16 na sequência metaplasia-

displasia-adenocarcinoma mostraram, em 
alguns estudos4,7,29, correlação entre o grau de 
alteração histológica e a prevalência da expressão 
imunoistoquímica da proteína p16.  Neste estudo 
não foi observada relação significativa (p=0,81), mas 
pareceu haver tendência de perda da intensidade da 
expressão com a perda da diferenciação histológica. 
É possível que casuística maior possa confirmar essa 
relação no adenocarcinoma de esôfago.

Outra observação que merece registro foi a 
tendência de diminuição proporcional do escore de 
imunorreatividade nos estádios I, II e III (progressão 
local e regional). Nos casos em estádio IV (metástases 
à distância) não houve essa proporcionalidade, 
sugerindo que outros processos genéticos possam 
desempenhar papel mais importante no processo de 
metastatização, como os envolvidos na adesividade 
celular e angiogênese, por exemplo. Estudos com maior 
número de casos e incluindo a análise de outros genes 
podem evidenciar a relação entre o estadiamento e os 
processos genéticos envolvidos.

Papadimitrakopoulou et al.20, em 2001, estudou 
a expressão da p16 em lesões pré-malignas do trato 
aerodigestivo superior, submetidas à quimioprofilaxia 
e não encontrou correlação significativa da perda da 
expressão com a progressão histológica para câncer. 
No entanto, não foram localizadas publicações 
avaliando essa resposta no esôfago de Barrett, quando 
tratado. Estudos incluindo casos de EB tratados podem 
esclarecer como se comporta a expressão da proteína 
p16, incluindo os diversos graus de resposta.

No adenocarcinoma de esôfago, os poucos 
estudos localizados e que avaliaram o p16 mostraram 
alta prevalência de alterações nesse gene (41% 
de alterações genéticas)7 e perda significativa da 
expressão da proteína p16 (perda da expressão em 
86% dos casos)4. Neste estudo encontrou-se perda 
da expressão imunoistoquímica da p16 em 67,6% dos 
casos e expressão fraca em 8,1%. Apenas 24,3% dos 
casos mostrou expressão moderada a forte.

CONCLUSÃO

Houve baixa prevalência (32,4%) da expressão 
imunoistoquímica da proteína p16 nos casos 
analisados, corroborando o conhecimento já existente 
sobre as frequentes alterações do gene p16 no 
adenocarcinoma esofágico.
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