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RESUMO - Introducdo - O adenocarcinoma de es6fago apresenta aumento de

frequéncia nas Ultimas décadas, particularmente em paises desenvolvidos. O
es6fago de Barrett é reconhecido como a principal lesdo precursora e o estudo
da sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma mostra a ocorréncia de
alteracdes genéticas desde suas fases mais incipientes. As altera¢des no pl6™«a
sdo relatadas como frequentes no eso6fago de Barrett e no carcinoma de eséfago.
Objetivo - Verificar a prevaléncia da expressdo imunoistoquimica da proteina
pl6™Na em exames anatomopatologicos de pacientes com adenocarcinoma de
es6fago. Método - A populacdo do estudo foi constituida de 37 pacientes com
adenocarcinoma de eséfago. A expressao da proteina p16 foi detectada por meio
de andlise imunoistoquimica, com anticorpo primario pl6™“Ab-7, clone 16P07,
NeoMarkers e avaliada de acordo com o Sistema de Escore de Imunorreatividade
(Immunoreactive scoring system — IRS) modificado. Resultados - No grupo houve
predominancia de pacientes do sexo masculino (86,5%) e a maioria dos casos
correspondia a estadios avangados (IIl e IV = 67,5%). Em 12 casos (32,4%) foi
identificada expressdo imunoistoquimica da proteina p16™“, Ndo foi observada
relacdo significativa entre a perda da expressdo da proteina pl6™“ e o grau
de diferenciacdo histologica (p=0,81) nem com o estadiamento da doenca
(p=0,485). Conclusdo - Ocorre perda da expressdo imunoistoquimica da proteina
p1l6INK4a, corroborando as informagdes de que a inativacdo do gene pl6 é um
evento frequente e que pode exercer papel importante na carcinogénese do
adenocarcinoma de es6fago.

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 p16™ 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 pl6™ protein expression was determined
by immunohistochemistry using primary antibody pl6™<“eAb-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 IIl and IV = 67,5%). In 12 (32,4%) the
immunohistochemistry was positive for p16™. 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 pléNa
protein in this study suggests that pl6 is enroled in the carcinogenesis of the
adenocarcinoma of esophagus.
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INTRODUCAO

arios estudos analisaram fatores de

Vrisco e 0 mecanismo de progressao das

lesdes metaplasicas para as displasias

e, destas, para o adenocarcinoma'*'>?2, O risco de

desenvolvimento de adenocarcinoma em pacientes

com eso6fago de Barrett (EB) é estimado em 1 caso para
cada 56 a 250 pacientes-ano de seguimento?®.

Alteracdes de genes especificos, relacionados
a alguns tipos de tumores, evidenciam o importante
papel destes genes como potenciais indicadores de
progndstico ou de resposta a terapéutica®™®.

As alteragdes no gene ple™«“ (pl6) sdo objeto
de estudo em diversos tumores como carcinomas
epidermodides de cabeca, pescoco e esofago,
adenocarcinomas de pancreas e tumores estromais
gastrointestinaisi®?42632.  Estudos em tumores de
pancreas e em tumores estromais gastrointestinais
relatam pior progndstico na vigéncia de alteracdes
nesse genel®?4,

Existem muitos estudos sobre as alteragdes no
gene plé em esofago de Barrett e no carcinoma de
esofago, incluindo o adenocarcinoma, sendo a perda
alélica do p16 considerada a alteracdo génica inicial na
progressao da metaplasia de Barrett e a hipermetilacao,
uma das formas mais frequentes de inativacdo do
gene*®?  No entanto, sdo poucas as publicacSes
especificas sobre a repercussdo dessas alteracbes
genéticas e epigenéticas na expressdo da proteina pl6
em adenocarcinomas de eso6fago?.

Assim, este estudo tem por objetivo verificar a
prevaléncia da expressdo imunoistoquimica da proteina
pl6™4e em exames anatomopatoldgicos de pacientes
com adenocarcinoma de es6fago

METODO

O presente estudo foi submetido a andlise do
Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre para avaliacdo quanto as normas
regulamentares e diretrizes éticas, com aprovacdo para
execucao, sob protocolo nimero 03-183.

A populagéo estudada foi obtida pela revisdo dos
prontudrios dos pacientes do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, RS, Brasil com adenocarcinoma de es6fago.

O critério de inclusdo foi: pacientes com diagnostico
anatomopatoldgico de adenocarcinoma de eséfago. Os
de exclusdo foram: historia ou presenca de outra neoplasia
maligna  concomitante; tratamento  neoadjuvante
(quimioterapia ou radioterapia); auséncia de blocos de
parafina para a confeccdo de laminas para o estudo.

As varidveis estudadas foram: idade, sexo,
estadiamento, grau de diferenciacdo histoldgica,
procedimento cirdrgico realizado, intensidade da
expressdo da proteina plé™«“, percentual de nucleos
corados para a pl6ic,

Cortes representativos do tumor para estudo
imunoistoquimico foram oriundos de blocos de parafina
com material de bidpsia ou peca cirdrgica com a
padronizacdo técnica utilizada na rotina do Servico de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Ela
consistiu em desparafinizagao e reidratacao, recuperacao
antigénica, inativacdo da peroxidase enddgena e
bloqueio das reacdes inespecificas. O anticorpo primario,
pl6™ clone 16P07 NeoMarkers foi incubado por 12
horas a 4°C na diluicdo de 175, seguido da aplicagao
do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB, Dako) e revelacdo com diaminobenzidina
tetraidroclorido (Kit DAB, Dako). A reagdo apresentou
como controle positivo a neoplasia intraepitelial cervical
positiva para pl6, sendo o controle negativo realizado
sem a utilizacdo do anticorpo primario.

A avaliaggo da ple™= (pl6) foi realizada de
acordo com o Sistema de Escore de Imunorreatividade
(Immunoreactive Scoring System —IRS)** modificado, sendo
considerada como positiva apenas a coloragao nuclear.

Dois padroes de coloracdo foram utilizados:
positivo: quando pelo menos 10% dos nucleos foram
positivos, em padrdo focal ou difuso pelo tecido, e
negativo, quando nenhuma ou poucas células (<10%)
mostraram colorag¢do nuclear.

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

O escore final da expressdao da pl6 foi obtido
multiplicando-se as duas pontuacdes.

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

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

FIGURA 1 - A) Expressdo imunoistoquimica negativa da pl6
(400X); B) expressdo imunoistoquimica fraca
da p16 (400X); C) expressdo imunoistoquimica
moderada da pl6 (400X); D) expressao
imunoistoquimica forte da p16 (400X)

278 ABCD Arq Bras Cir Dig 2011;24(4):277-281

—



AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA PROTEINA P16™“A NO ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO

Na analise estatistica, os dados quantitativos foram
descritos por média e desvio-padrao, e os categoricos
por frequéncia (nUmero absoluto) e percentual.
As observacbes realizadas pelos dois patologistas
responsaveis pela avaliacdo da intensidade da coloracao
e expressao da pl6 tiveram sua concordancia estimada
por medida de concordancia Kappa. A distribuicdo da
p1l6 entre os grupos de diferenciacdo histoldgica e entre
os estadios da doenca foi comparada pelo método
do Qui-quadrado. Os dados foram processados e
analisados com auxilio do programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versao 13.0.

RESULTADOS

Foram revisados 63 prontuéarios de pacientes que
preenchiam os critérios de inclusdo. Desses, foram
incluidos no estudo apenas aqueles que apresentavam
blocos de parafina com bidpsias ou pecas cirdrgicas
compativeis para estudo, formando uma populacao de
37 pacientes.

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

807

707

Idade

607

4071

T
Masculino Feminino

Sexo

FIGURA 2 - Distribuicdo segundo o sexo e idade dos pacientes
com diagndstico de adenocarcinoma de
es6fago em um periodo de cinco anos (n=37)

A maior parte dos pacientes (67,5%) apresentava
doenga em estadios III e IV. Em quatro casos (10,8%)
nao foi localizada anotacao referente ao estadiamento.

Os procedimentos cirlrgicos com intencao
curativa (gastrectomia total e esofagogastrectomia
transiatal) foram realizados em 54% dos casos. Os
demais foram submetidos a operagdo paliativa ou ndo
receberam tratamento cirdrgico.

Quanto ao grau de diferenciacdo 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 andlise imunoistoquimica da pl6, houve
boa concordancia entre os observadores em relacdo
a avaliagdo do percentual de nucleos corados
(Kappa=0,628).

Em relacdo a avaliacdo da intensidade da
expressdao da pl6é nos nucleos, a concordancia foi
razoavel (Kappa=0,392).

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

A expressdo imunoistoquimica da pl6 foi
observada em apenas 32,4% dos casos analisados.
Em seis (16,2%) houve expressdo forte (escore 3); em
trés (8,1%) ela foi moderada e em outros trés (8,1%)
fraca. Em vinte e cinco casos (67,6%) houve perda da
expressao.

Em relagdo ao sexo, houve expressdo da proteina
em dez dos 32 homens (31,2%) e em duas de cinco
mulheres (40%) (p=ns). Quanto ao estadiamento, a
distribuicdo da expressdo da proteina foi de 50% no
estadio I (expressdo em dois entre quatro pacientes),
50% no estadio II (expressdo em dois entre quatro
pacientes), 23% no estadio III (expressdao em trés
entre 13 pacientes) e 41,7% no estadio IV (expressao
em cinco entre 12 pacientes). Nado houve expressao
da proteina nos quatro pacientes sem informacdo de
estadiamento. A analise estatistica ndo mostrou relacdo
significativa entre o estadiamento e a expressdo da
proteina (p=0,485)

A distribuicdo da expressado da proteina pl6 entre
as diferentes abordagens cirlrgicas foi a seguinte: no
grupo submetido a gastrectomia total, houve expressdo
em trés de 11 pacientes (27,3%); no grupo submetido
a operacdo paliativa, a expressao foi identificada em
quatro de 11 pacientes (36,4%); dos submetidos a
resseccao transhiatal, quatro dos nove pacientes (44,4%)
expressaram a proteina e no grupo dos pacientes
submetidos apenas a bidpsia, houve expressdo da
proteina em um de seis pacientes (16,7%) (p=ns).

Também nao  foi observada relacdo
estatisticamente significativa entre a expressdo
imunoistoquimica da pl6 e o grau de diferenciacao
histoldgica do tumor, quando analisada em relacdo ao
escore de imunorreatividade (p=0,81).

DISCUSSAO

Os critérios para a inclusdo e exclusdo dos
casos no presente estudo foram rigorosamente
analisados, visando preservar a representatividade
da casuistica e a compatibilidade das amostras com

e
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a técnica utilizada. Isso permitiu, por exemplo, a
inclusdo do material obtido em bidpsias, além das
pecas operatdrias de ressecgdes realizadas. A maior
parte dos casos de adenocarcinoma de es6fago
foram diagnosticados em estadios avancados, sem
indicacao de resseccao do érgao.

Foram excluidos os casos submetidos a tratamento
neoadjuvante ou com historia ou presenca de outra
neoplasia maligna concomitante, pois essas situa¢des
poderiam modificar a expressdo da proteina e o estado
do gene p16%%,

Diversos estudos mostram que a andlise da
expressao imunoistoquimica da proteina p16 apresenta
boa correlacdo com os demais métodos de analise
das alteracdes do gene pl6, como o sequenciamento
molecular e a amplificacdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)?34918192531  Essa  fundamentacdo
cientifica justificou a utilizagdo de método de menor
custo com analise adequada para o objetivo proposto.

A avaliagdo da expressdo da pl6 através da
imunoistoquimica mostrou concordancia de boa a
razoavel entre os observadores, quanto aos critérios
de positividade (coloracao nuclear) e quanto aos de
intensidade da expressdo. Essa concordancia pode ser
consequéncia da participacdo ativa dos patologistas
nos diversos estudos ja realizados com a casuistica do
Hospital de Clinicas?.

Foi localizado um Unico trabalho publicado com
descricdo clara da metodologia utilizada na analise
imunoistoquimica da pl6é no adenocarcinoma de
esofago*. No estudo referido, foram considerados
negativos os casos em que menos de 10% das células
mostravam coloracdo nuclear. O presente estudo
utilizou o mesmo critério, mas acrescentou a analise
da intensidade da expressdo, através do escore de
imunorreatividade modificado.

Alteracbes no gene plé foram estudadas
em diversas lesdes pré-malignas’??%2%e indmeros
tumores?®?*, como os de colon e reto?, pancreas'’, colo
uterino®, glandulas salivares®®, cabeca e pescocgo®®?,
mesoteliomas??, osteossarcomas!’, gliomas®® bexigal,
tumores  estromais  gastrointestinais?,,  ovario®,
pulmao?*9%, estbmago® e es6fago*”1326:27.2931,

Inimeras alteracdes ja foram descritas no gene
pl6, sendo as mais frequentes a hipermetilacdo e
as delecbes?3478912131819252931 = Fesas  alteragdes sao,
com frequéncia, associadas a perda da expressdo
imunoistoquimica da proteina p1623°13181925,

Os processos moleculares que acompanham
a progressdo do esofago de Barrett para o
adenocarcinoma motivaram  diversos  estudos,
consagrando-o como a principal lesdo precursora do
adenocarcinoma de eséfago*’?%, Dentre as causas
do EB, merece destaque o refluxo gastroesofagico,
doenca com prevaléncia em ascensao®. Gurski et
al.Y, em 2003, mostraram que a operacao antirefluxo
proporcionou reversdo de lesdes metaplasicas e
displasicas de esdfago de Barrett para formas mais

280

benignas em um nuimero significativo de pacientes.

As alteragdes do pl6 na sequéncia metaplasia-
displasia-adenocarcinoma mostraram, em
alguns estudos*’?%, correlacdo entre o grau de
alteragdo histolégica e a prevaléncia da expressdo
imunoistoquimica da proteina pl6. Neste estudo
nao foi observada relagdo significativa (p=0,81), mas
pareceu haver tendéncia de perda da intensidade da
expressao com a perda da diferenciacdo histolégica.
E possivel que casuistica maior possa confirmar essa
relagdo no adenocarcinoma de eséfago.

Outra observacdo que merece registro foi a
tendéncia de diminuicdo proporcional do escore de
imunorreatividade nos estadios I, II e III (progressao
local e regional). Nos casos em estadio IV (metastases
a distancia) ndo houve essa proporcionalidade,
sugerindo que outros processos genéticos possam
desempenhar papel mais importante no processo de
metastatizacdo, como os envolvidos na adesividade
celular e angiogénese, por exemplo. Estudos com maior
numero de casos e incluindo a analise de outros genes
podem evidenciar a relacao entre o estadiamento e os
processos genéticos envolvidos.

Papadimitrakopoulou et al.?%, em 2001, estudou
a expressdo da pl6 em lesdes pré-malignas do trato
aerodigestivo superior, submetidas a quimioprofilaxia
e ndo encontrou correlagdo significativa da perda da
expressao com a progressao histolégica para cancer.
No entanto, ndo foram localizadas publicagdes
avaliando essa resposta no eso6fago de Barrett, quando
tratado. Estudos incluindo casos de EB tratados podem
esclarecer como se comporta a expressao da proteina
pl6, incluindo os diversos graus de resposta.

No adenocarcinoma de esdfago, os poucos
estudos localizados e que avaliaram o pl6 mostraram
alta prevaléncia de alteracdes nesse gene (41%
de alteragdes genéticas)’ e perda significativa da
expressao da proteina plé (perda da expressdo em
86% dos casos)®. Neste estudo encontrou-se perda
da expressdo imunoistoquimica da pl6 em 67,6% dos
casos e expressao fraca em 8,1%. Apenas 24,3% dos
casos mostrou expressdo moderada a forte.

CONCLUSAO

Houve baixa prevaléncia (32,4%) da expressao
imunoistoquimica da proteina pl6 nos casos
analisados, corroborando o conhecimento ja existente
sobre as frequentes alteracdes do gene pl6 no
adenocarcinoma esofagico.
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