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EXPRESSAO DE p53, p16 E COX-2 EM
CARCINOMA ESCAMOSO DE ESOFAGO
E ASSOCIACAO HISTOPATOLOGICA

[zabella Paz Danezi FELIN'-2, Ivana GRIVICICH" 3¢, Carlos Roberto FELIN' 58,
Andrea REGNER" 3 * e Adriana Brondani da ROCHA" 34

RESUMO - Racional - O cancer de esdfago representa cerca de 2% dos tumores malignos e a terceira causa mais comum de cancer do trato
gastrointestinal. A associagdo do progndstico do cancer de esdéfago com alguns marcadores imunoistoquimicos, como as proteinas p53, p16
e a ciclooxigenase 2 (COX-2) tem sido relatada. A detec¢ao de marcadores moleculares através de imunoistoquimica pode ser utilizada para
avaliac@o prognostica. Objetivos — Investigar a associacdo entre a expressdo das proteinas p53, p16 e a COX-2 com o estadio do carcinoma
escamoso de esdfago. Métodos - Foram analisadas 31 amostras de resseccao cirtirgica por esofagectomia diagnosticadas como carcinoma de
células escamosas de esofago e 31 amostras nao-tumorais referentes a cada caso. Realizou-se a revisao histopatologica e o estadio pTNM.
Amostras tumorais e ndo-tumorais adjacentes foram submetidas a analise imunoistoquimica para avaliar o conteudo das proteinas p53,
pl6 e COX-2. Foi considerada positiva a expressdo nuclear para p53 em quantidade igual ou superior a 10,00% das células e presenga da
expressao citoplasmatica de acordo com trés escores (1, 2, 3) de intensidade (leve, moderada, acentuada) de imunocoloragio para COX-2.
Resultados - Em area tumoral, as analises revelaram 48,38% de positividade para p53, 16,12% de positividade para p16, e 100,00% de
positividade escores 1+, 2+ ou 3+ para COX-2. No entanto, quando se avaliou possivel relagao da expressao destes marcadores com o
estadio, apenas a COX-2, escore 3+ intensidade acentuada mostraram associagao significativa. Conclusdo - O presente estudo demonstrou
que existe relagdo positiva entre a expressao de COX-2, escore 3+ e estadio mais avangado no carcinoma de eséfago.

DESCRITORES — Neoplasias esofagicas. Carcinoma de células escamosas. Proteina supressora de tumor p53. Inibidor p16 de quinase ciclina-

dependente. Ciclooxigenase 2.

INTRODUCAO

O cancer de esofago representa cerca de 2% dos
tumores malignos e a terceira causa mais comum de
cancer do trato gastrointestinal. Aproximadamente 85%
dos canceres de eso6fago sdo carcinomas de células
escamosas®'?. A carcinogénese esofagica tem associa¢do
com varios fatores, incluindo: ambientais, estilo de vida,
distirbios esofagianos e agentes predisponentes como
doenga celiaca e raga negra®.

O diagnostico de cancer de esdfago envolve suspeita
clinica, quando sdo relatados sinais ¢ sintomas, tais como
disfagia progressiva e emagrecimento, odinofagia e dor
retroesternal. Na investigagdo diagnoéstica é essencial
efetuar endoscopia digestiva alta com biopsia, seguida
de exame histopatologico®2!3Y. No caso de positividade
tumoral, a ressec¢ao da pega cirurgica, com posterior analise
histoldgica, incluindo graduagao e estadio tumoral, feito
através do sistema TNM, tem importancia progndstica
e terapéutica®?”,

A carcinogénese esofagica envolve descontrole da
proliferacdo, diferenciagdo e apoptose celular, observando-
se assim, alteragdes genéticas relacionadas com o controle
desses processos'®. A carcinogénese esofagica envolve
multiplas etapas, onde agentes carcinogénicos atuam
provocando mutagdes no DNA, que podem ou nio ser
corrigidas pelos genes de reparo do DNA. Quando o dano
ao DNA ¢ intenso e o reparo ¢ insuficiente, o mecanismo
de apoptose ¢ ativado e a célula € eliminada. A ativagao
do reparo e da apoptose pode ocorrer através da agdo da
proteina p53 selvagem que interrompe o ciclo celular,
verifica possiveis danos do DNA e, se necessario, induz
0 reparo ou ativa o mecanismo de apoptose. Entretanto,
quando ocorre mutagdo no gene p53, a proteina p53
torna-se nao-funcional, levando a uma instabilidade
genética e iniciando a transformagdo maligna® '3 2%,
De modo geral, as mutagdes, na tumorigénese, podem
ocasionar ativagao dos oncogenes, inativagdo de genes
supressores tumorais e alteragdes dos genes de reparo do
DNA®9. Os produtos dos genes mutantes sdo chamados
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oncoproteinas e podem ser identificadas através do exame
imunoistoquimico®@* 29

Neste sentido, a associagdo do prognodstico do cancer de
eso6fago com alguns marcadores imunoistoquimicos, tais como
as proteinas p53, p16 ¢ a ciclooxigenase 2 (COX-2) tém sido
relatada™® 29, As proteinas pl6, p21 e p53 sdo inibidoras do
complexo CDK, ¢ ciclina D1, que ¢ o complexo responsavel
pela fosforilagdo da proteina repressora pRB, levando a parada
do ciclo celular em G17.

A COX-2 é uma enzima presente em processos inflamatdrios,
responsavel por sintetizar prostanoides a partir do acido aracdonico,
importante na conversdo do 4cido aracdonico em prostaglandina.
E expressa numa série de tumores, principalmente os associados
a inflamag@o e esta envolvida no processo de carcinogénese e
inibicdo da apoptose. Sua presenga pode ser fator progndstico
independente, cujo nivel de expressao tem sido relacionado ao
desenvolvimento de metastases a distancia, recurréncias, menor
sobrevida e grau de invasao vascular®,

No presente estudo, avaliou-se se existe associagdo entre a
expressdo das proteinas p53, COX-2 e pl6 com o estadio do
carcinoma, escamoso de esdfago.

METODOS

Selecéo de casos

Foram escolhidos blocos de parafina (n = 31) contendo
amostras de tecido obtidas de produtos de ressecgdo por
esofagectomia anteriormente diagnosticados como carcinoma
de células escamosas de esdfago humano. Os blocos foram
provenientes do arquivo do Servigo de Patologia do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), RS, referentes aos exames
histopatologicos rotineiros realizados no periodo entre 1998 e
2003. Amostras de areas nao-tumorais de mucosa adjacente,
referentes a cada caso, foram incluidas no estudo (n =31), para
fins de comparagao da expressdo imunoistoquimica entre areas
ndo-neoplasicas e neoplasicas.

Como critério de inclusao, foi considerada a existéncia e a
conservagao adequada de todos os blocos de parafina referentes
a cada caso no periodo de tempo destinado ao estudo. Foram
considerados critérios de exclusdo a ma conservagdo dos
blocos de parafina, arquivo incompleto, duvidas diagnosticas,
outros diagndsticos, produtos de biopsias, casos fora do
periodo estipulado, casos tratados com quimioterapia e ou
radioterapia neoadjuvante e casos com artefatos de fixacao e
processamento.

O protocolo experimental desenvolvido neste estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos e Animais da Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA) sob protocolo CEP-ULBRA 2006-266H.

Processamento histoldégico

Foram obtidos de todos os blocos cortes histologicos com
4 um de espessura, montados em laminas histologicas tratadas
com silano (4%) e coradas com hematoxilina-eosina (H-E) para
reavaliagdo histopatologica.
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A revisdo histopatologica em todos os casos foi realizada
por dois patologistas experientes, de forma independente, sem
identifica¢do dos casos. Eventuais resultados conflitantes foram
discutidos pelos mesmos para definicao consensual da andlise.

Procedeu-se a graduagao, estadio pTNM e caracterizagao de
itens relativos ao preenchimento de um instrumento recomendado
para cancer esofagico'”, adotado pelo Servigo de Patologia do
HUSM.

Dos itens envolvidos na padronizagao do laudo anatomopatol6-
gico em esofago, foi selecionado o estadio (pTNM), muito
relacionado ao progndstico em cancer de esofago, confrontando-o
com os resultados imunoistoquimicos. Também foram confrontadas
as expressoes das proteinas p53, pl6 ¢ COX-2 em tecido tumoral
e ndo-tumoral.

Imunoistoquimica

Através de imunoistoquimica® 'V foram pesquisados, em
todos os casos (n = 31) de carcinoma de es6fago e mucosa
adjacente, as proteinas p53, COX-2 e pl6ink4,

As laminas contendo amostras tumorais € nao-tumorais de
esofago foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em alcool etilico
absoluto. A seguir, uma lamina de cada bloco foi corada pela técnica
de H-E e outras laminas foram desparafinizadas e imunocoradas
pela técnica imunoistoquimica para o marcador especifico.

Para todos os marcadores foram seguidos os passos de
desparafinizagdo e recuperagdo antigénica de acordo com as
orientagdes dos fabricantes, para p53 (Dakocytomation/EUA),
para COX-2 (Chemical Co.) e para p16 (Neomarkers/EUA).
Resumidamente, as laminas foram tratadas com tampao de acido
citrico (pH 6,00) para reativagao do antigeno e lavadas em solugdo
salina tamponada. Apos, foram tratadas com peroxido de hidrogénio
(H,0,) a 3% por 5 minutos, para bloqueio da peroxidase endogena.
A seguir foram incubadas “overnight” a 4-8°C com os respectivos
anticorpos primarios: p53 (anticorpo monoclonal de camundongo,
clone DO-7; DakoCytomation/EUA), na dilui¢do 1:1800; COX-2
(anticorpo monoclonal de camundongo, clone CX229; Cayman
Chemical Co./EUA), na dilui¢ao 1:100; p16 (anticorpo monoclonal
de camundongo, clone AP4 (16PO4); Neomarkers/EUA).

Posteriormente todas as laminas foram lavadas com PBS
com Tween, aspirado o excesso e instilado o Envision Mouse
(REF:4001-Dako). No sistema Envision, o anticorpo secundario
(anti-camundongo) e sistema de detecgdo foram incubados em
um so6 passo da reacdo imunoistoquimica por 45 minutos, em
temperatura ambiente.

A revelagdo dos anticorpos foi realizada através da reagao
da enzima peroxidase visualizada pela coloragdo com DAB
((3-3)-tetrahidrocloreto de diaminabenzidina), contra-corados
com hematoxilina da Haris ¢ analisados em microscopio optico
(OLYMPUS BX40), nos aumentos 40X, 100X, 200X, 400X,
por dois patologistas de forma “duplo cego”.

Andlise imunoistoquimica

A imunolocalizagao das proteinas p53 ¢ p16 foi considerada
positiva ou negativa de acordo com a quantidade de células
imunomarcadas. Foi considerado p53 positivo quando a expressao
nuclear ocorreu em quantidade igual ou superior a 10,00%
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das células imunocoradas. O p53 negativo foi obtido quando a
expressao nuclear foi inferior a 10,00% das células imunomarcadas.
Para p16 positivo consideramos expressao nuclear ou nuclear e
citoplasmatica, mas nunca apenas citoplasmatica, em quantidade
igual ou superior a 10,00% das células imunomarcadas. Ja o p16
foi considerado negativo quando a expressao nuclear ou nuclear
e citoplasmatica, mas nunca apenas citoplasmatica, foi inferior a
10,00% das células imunomarcadas.

A imunoreatividade da COX-2 foi considerada positiva ou
negativa, de acordo com a intensidade de coloragao nas células.
Considerou-se COX-2 negativo quando da auséncia da expressao
citoplasmatica e COX-2 positivo quando da presenga de expressao
citoplasmatica. Os casos COX-2 positivos foram categorizados
de acordo com a intensidade de coloragdo em escores: escore
1+, intensidade discreta da expressao citoplasmatica; escore 2+,
intensidade moderada da expressao citoplasmatica; escore 3+,
intensidade acentuada da expressdo citoplasmatica.

A leitura das laminas para interpretagdo imunoistoquimica
foi realizada de forma “duplo cego”, por dois patologistas
experientes da Consultoria em Patologia Dr. Carlos E. Bachi,
Botucatu, SP.

Analise estatistica

A analise estatistica entre os resultados da imunorreatividade
das proteinas p53, pl6 e COX-2 e sua associagdo com o estadio
do tumor foi obtida com o emprego do teste do qui ao quadrado de
associagdo. A comparagao da expressao das proteinas entre o tecido
normal e o tecido tumoral empregou o teste exato de Fischer. Para
todos os testes foi utilizado o software GraphPad Instat (versado 3.05,
GraphPad Software Incorporation, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Caracterizacao da amostra

Foram estudados 31 casos de carcinoma de células escamosas,
25 (80,64%) homens e 6 (19,35%) mulheres, com média de
idade de 55 anos. Em relagdo a localizagdo, ¢ possivel dizer que
a maioria dos tumores, 16 casos (51,61%), foram encontrados
no terco inferior do esdfago, seguido por 13 casos (41,93%), no
ter¢o médio, 1 caso (3,22%), no tergo superior ¢ 1 caso (3,22%),
nos tergos médio e inferior, concomitantemente (Tabela 1).

A avaliagdo da diferenciagdo tumoral revelou 14 casos
(45,16%) moderadamente diferenciados, 12 (38,70%) bem
diferenciados e 5 (16,12%) pouco diferenciados. Em 25 casos
(80,64%) nao foi detectada invasdo vascular e em 23 (74,19%)
ndo se observou invasdo perineural (Tabela 1).

Segundo o estadio tumoral TNM, 13 casos (41,93%) foram
estadio I1A, 13 (41,93%) foram estadio III, seguidos por 3 (9,67%)
estadio 1IB e 2 (6,45%) estadio I. Desta forma, os resultados
indicam a predominancia para os estagios ITA e III (Tabelal).

Expressao imunoistoquimica de p53, p16 e COX-2

A analise imunoistoquimica da hiperexpressao do p53 foi
estatisticamente diferente do tecido normal (P =0,0016) em 15
amostras tumorais (48,38 %) (Tabela 2).
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TABELA 1. Caracteristicas gerais das amostras de carcinoma de células
escamosas de esdfago

Caracteristica n
Sexo Masculino 25
Feminino 6

Idade (anos) <50 11
51-60 10

61-70 7

>70 3

Localizagao do tumor

Tergo superior 1

Ter¢o médio 13
Terco inferior 16

Ter¢o médio e inferior 1
Grau de diferenciagao
Bem diferenciado 12

Moderadamente diferenciado 14

w

Pouco diferenciado

Invasdo vascular

Presente 6
Ausente 25

Invasdo perineural
Presente 8
Ausente 23

Estddio

I 2
IIA 13
1IB 3

111 13

TABELA 2. Reatividade imunoistoquimica da p53, pl16 e COX-2 nas
amostras de carcinoma de células escamosas de esbfago e tecido normal

(n) p53 pl6 COX-2
+ - + - +1 +2 +3
Tecido ndo-tumoral 31 3 28 0 31 12 18 1
Tecido tumoral 31 15% 16 5 26 0 7 24%*

* estatisticamente diferente do tecido normal (P = 0,0016)
0 estatisticamente diferente do tecido normal (P <0,0001)

Nao foi detectada marcagdo imunoistoquimica estatisticamente
diferente do tecido normal em relagdo ao p16 (Tabela 2).

Na analise estatistica a coloragdo positiva para p53 e p16 foi
considerada positiva, quando mais de 10,00% das células apresentavam
coloragdo nuclear para p53, nuclear e citoplasmatica para p16.

Foram evidenciados 24 amostras tumorais (77,41%) positivos
3+ para COX-2 estatisticamente diferentes do tecido normal nao
tumoral (P<0,0001). Este comportamento ndo ocorreu em relagdo
as intensidades de coloragdo 1+ e 2+ para COX-2 (Tabela 2).

Na analise estatistica foi considerada como coloragio positiva
para COX-2 a presenca de reatividade citoplasmatica, de forma
semiquantitativa e comparativa. A reatividade positiva para COX-2
foi classificada de acordo com a intensidade da presenca da expressao
citoplasmatica de coloragdo em escores 1, 2, 3, respectivamente,
para intensidades leve, moderada e acentuada.

Associacao entre estadio e expresséao dos
marcadores p53, p16 e Cox 2

De 31 carcinomas de células escamosas de esofago, 15
foram p53 positivos e destes, a maioria, 7 casos (46,66%) foi
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estadio III (Tabela 3). De 26 carcinomas de células escamosas
negativos para pl6, a maioria, 11 casos (42,30%) foi estadio
IIA (Tabela 3).

TABELA 3. Associagdo entre o estddio do carcinoma de células escamosas
de esdfago e a expressdo das proteinas p53, pl6 e COX-2

Estadio (n)
Total
1 1IA 1IB 111
p53
+ 1 5 2 7 15
1 8 1 6 16
pl6
+ 0 2 0 3 5
2 11 3 10 26
COX-2
+2 2 4 1 0 7
+3 0 9 2 13 24%

* existe associagdo significativa (P = 0,01)

A analise estatistica avaliando a associagao entre os marcadores
p53 e pl6 com o estadio das amostras, ndo mostrou associagao
estatisticamente significante (Tabela 3).

Em relacdo a COX-2, das 24 amostras de tumor COX-2 3+,
13 (54,16%) foram estadio III (Tabela 3).

A analise estatistica correlacionando o marcador COX-2, escore
3+, com estadio mostrou que existe associagao estatisticamente
significante (P = 0,01) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O diagnostico do cancer esofagico geralmente ¢é realizado
tardiamente, identificado pelo aparecimento da disfagia. Desta
forma, a detecg@o ¢ feita nas formas avangadas cuja sobrevida de
5 anos € inferior a 10%. Alteragdes nos mecanismos moleculares
que regulam a diferenciagao, crescimento, invasdo ¢ morte celular
determinam o comportamento maligno neoplasico, contribuindo
para o estabelecimento e progressao dos tumores esofagicos. Neste
sentido, a identificagdo de alteragdes moleculares complementara
as informagdes histopatoldgicas e podera trazer subsidios para
a avaliagdo prognostica dos tumores e pacientes. No presente
estudo avaliou-se a existéncia de associagdo entre a expressao
das proteinas p53, COX-2 e pl6 com o estadio do carcinoma
escamoso de esdfago®.

A caracterizacdo geral da amostra revela que 80,64% dos
casos estudados sdo relativos a pacientes do sexo masculino,
com idade média de 56 anos. Esta distribui¢do esta de acordo
com o observado na literatura® '%.

De cinco amostras pobremente diferenciadas, quatro foram
positivas para o marcador p53, colaborando para o fato de
p53 ser um marcador de pior progndstico, enquanto que de
26 amostras entre moderadamente e bem diferenciadas, 10
foram p53 positivas. Nos carcinomas de células escamosas
bem diferenciadas, 100% foram p16 negativos, enquanto que
21,42% dos moderadamente diferenciados ¢ 40% dos pouco
diferenciados, foram p16 positivos.
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Nos carcinomas de células escamosas pouco diferenciadas,
100% foram COX-2 positivo 3+, 64,28% dos moderadamente
diferenciados e 83,33% dos bem diferenciados foram COX-2
positivo 3+. A marcagao de COX-2 positivo 2+ ocorreu em 16,67%
dos bem diferenciados, em 35,71% dos tumores moderadamente
diferenciados e em nenhuma amostra pouco diferenciada.

Quanto ao estadio tumoral, 83,87% dos casos estdo no estagio
11A e 111. Destes, 46,15% foram positivos para o marcador p53.
Para o marcador pl6, 80,76% dos casos foram negativos e
19,23% foram positivos. Para COX-2, 84,61% foi positivo 3+
e 15,38% positivo 2+.

Em mucosa normal de es6fago, pode-se determinar as
diferengas de intensidade de colora¢do em relagdo a area tumoral,
pois se observa que comega a aparecer a positividade 1+ para
COX-2, embora nenhum dos casos tenha sido negativo para
COX-2. Nas amostras nao-tumorais, 38,71% foram positivas com
intensidade 1+ para COX-2. Destas, 8,33% foram positivas para
p53 € 91,66% negativos. De 58,06% de casos com intensidade
2+, 94,44% foram negativos para p53 e 5,56% positivos para
p53. De 3,23% com intensidade 3+ para COX-2, 100% foram
também positivos para p53. Nao houve nenhum caso COX-2
positivo 3+ e p53 negativo.

Em area tumoral, 48,38% dos casos foram positivos para p53,
enquanto que 90,32% das amostras de mucosa normal foram
negativas para o p53, porém 9,67% das amostras ndo-tumorais
foram p53 positivas. Tais observagdes sdo concordantes com
estudos que apontam ser a oncoproteina p53 detectada por
imunoistoquimica por ser produto de gene mutante. Mais ainda,
ela so pode ser visualizada na forma mutante quando tem uma
meia vida mais longa e tende a se acumular no nucleo, onde é
visualizada. Entretanto, algumas situagdes especiais, como as
que envolvem interagdes com proteinas virais, lesdo celular ou
proliferacdo celular, sdo capazes de alterar a estabilidade da
proteina e, conseqiientemente, apresentar proteina p53 mesmo
selvagem, detectavel no estudo imunoistoquimico > 19,

O p53 é o principal gene alterado em tumor de es6fago, sendo
que o carcinoma esofagico apresenta a segunda maior incidéncia
de mutagdo neste gene, pois cerca de 40,00% dos carcinomas
escamosos de eso6fago possuem esta mutagdo®. Na presente
investigacao, 48,38% das amostras tumorais apresentaram p53
mutante detectado pela presenga da oncoproteina.

Em relagdo ao marcador p16, somente 16,12% das amostras de
tumor foram positivas para p16 e 84,37% foram p16 negativas, o
que muito provavelmente ocorra pela alta agressividade do tumor.
A hiperexpressao da p16 tem sido relacionada a melhor progndstico
para carcinoma de células escamosas, pois a hiperexpressao da
pl6 em area tumoral sugere que ndo houve hipermetilagdo do
gene CDKN2A, que normalmente codifica esta proteina®). A
maioria dos carcinomas escamosos de esdfago tem hipermetilagdo
do gene CDKN2A e, por isto, 50%-70% deles ndo expressam
p16, sendo isto um fator de pior progndstico® %2,

O marcador COX-2 escore 3+, com acentuada expressio
citoplasmatica, foi positivo em 100% dos casos em area
tumoral, correspondendo este valor a 77,42% COX-2 escore
3+, enquanto que em mucosa adjacente apenas 3,23%
correspondem a COX-2 escore 3+. Com isso, é possivel
sugerir que a intensidade mais acentuada de coloragao
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para COX-2, ou seja, o escore 3+ possa se relacionar com
a presenga do tumor. Segundo o estadio tumoral, apenas a
expressao citoplasmatica na intensidade acentuada da COX-2,
ou seja, no escore 3+ apresentou associagdo estatisticamente
significante, o que esta de acordo com os estudos que apontam
a proteina COX-2 como indicadora de progndstico no cancer
esofégico‘12~ 14,16, 23, 24,30, 32)

CONCLUSOES

Com base nos achados deste estudo, pode-se dizer que houve
relagdo positiva entre a expressao de COX-2 escore 3+ e estadio
mais avangado da doencga, enquanto que as proteinas p53 e pl6
ndo podem ser associadas ao estadio destes tumores, devendo
ser mais amplamente estudadas em relac@o a outros pardmetros
histopatologicos, tais como: invasio e tamanho do tumor.

Felin IPD, Grivicich I, Felin CR, Regner A, Rocha AB. p53, pl6 E COX-2 expression in esophageal squamous cell carcinoma and histopathological association.
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ABSTRACT - Background - The esophageal carcinoma represents about 2% of malignant tumors and is the third most common cause of gastrointestinal cancer.

The correlation between immunohistochemistry markers, such as p53, p16 and COX-2 proteins and cancer esophageal prognosis has been suggested. Aims —To

Investigate whether the expression of p53, p16 and COX-2 proteins are associated to tumor staging. Methods - For this purpose we proceeded immunohistochemistry

assays and TMN in 31 esophageal tumor and normal tissue samples. The p53

nuclear expression was considered positive when it appears in 10.00% or more

cells. COX-2 expression was scored according to intensity in three scores (1+, 2+, 3+). Results - On the tumor samples the results presented 48.38% positivity
for p53, 16.12% for p16 and 100% with 1+, 2+ or 3+ scores for COX-2. However, when we investigated whether the expression of p53, p16 and COX-2 proteins

are related to tumor staging, only COX-2 expression, score 3+, had shown statistical significant association. Conclusion - Therefore, in the present study we could

see positive correlation between COX-2 protein and high grade tumor as well as advanced tumor staging in esophageal carcinoma.

HEADINGS - Esophageal neoplasms. Carcinoma, squamous cell. Tumor suppressor protein p53. Cyclin-dependent kinase inhibitor p16. Cyclooxygenase 2.
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