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RESUM O: Esteestudo teve como objetivo verificar se existe associagdo entre o estadiamento do tumor e a expressao dasproteinas
p53 e Ciclooxigenase-2 (Cox-2) em adenocar cinoma de intestino. Foi realizado um estudo retr ospectivo de 40 blocos de par afina
contendo amostras obtidas de ressec¢ao cirurgica de tecido intestinal anteriormente diagnosticado como adenocarcinoma de
intestino humano. O material foi coletado no periodo entre 1998 e 2003 no Hospital Universitério de Santa Maria, RS, Brasil.
Como controle, foram utilizadas amostras de ar eas ndo tumor ais de mucosa adjacente, r eferentes a cada caso (n = 40). Utilizamos
aimuno-histoquimica para analisar este material quanto a expressdo das proteinas p53 e Cox-2. A expressao das proteinas p53 e
Cox-2 foi significativamente maior em tecido tumoral quando comparada com mucosa adjacente. Detectamos positividade total
paraCox-2(100%), eparcial (70%) parap53 em tecidotumoral. Foi verificada associagéo significativa entre expressdo da proteina
p53 e estadiamento segundo Astler-Coller, mas ndo com a classificagdo TNM. Quanto a proteina Cox-2, ndo foi observada
associacdo significativa com estadiamento do tumor de intestino. Os achados sugerem que existe uma tendéncia entre a expres-
sdo da proteina p53 e Cox-2 com o estadiamento do tumor, sendo necessaria comprovacao com estudos futuros.

Descritores: Adenocarcinoma de intestino. Proteina p53. Proteina Cox-2. Imuno-histoquimica. Estadiamento tumoral.

INTRODUCAO

O carcinoma de intestino é um dos tumores
malignos mais comuns no ocidente, correspondendo a
terceira causa de morte por cancerl. Mais de 80%
desses tumores sdo esporéadicos, sendo que os fatores
ambientais e dietéticos parecem ser variaveis de gran-
devalor no desenvolvimento desta neoplasia. A hist6-
ria familiar para o cancer intestinal € observada em
até 25% dos casos, e algumas situacdes como presen-
¢a de adenomas, constituem risco de desenvolver
adenocarcinomaintestinal 34,

O diagnostico do cancer colorretal pode ser
suspeitado pelahistoriaclinicade enterorragia ou san-
gue oculto nasfezes, dor abdominal, emagrecimento, e
confirmado pelaendoscopiabaixaseguidadebidpsiae
anatomopatol 6gico'. Existem fatores progndsticos para
0 cancer colénico que estdo diretamente relacionados
ao sistemapTNM de estadiamento®. S&0 estes: infiltra-
cdo do tumor na gordura pericoélica, graduagdo
histol 6gica, obstrucao, perfuragao, aderénciado tumor
aodrgaos e estruturas adjacentes, invasao angiolinfatica
e classificagcdo de Dukes e Astler-Coller345. O prog-
nostico em casos de doenca avangada € ruim, e mais
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de um terco dos pacientes morrem durante a progres-
sd0 da doenca’.

Durante a evolugdo dos tumores de intestino,
do tipo esporadico, véarios genes sdo alterados, sendo
os mais freguentes: TP53, k-ras, DCC, APC e c-
myc3489, Atualmente véarios marcadores imuno-
histoquimicos vém sendo estudados em relacéo a
carcinogénese colorretal, entre elesaoncoproteinap53
e, mais recentemente, a Ciclooxigenase-21°1,

Quando ocorre dano ao DNA, o gene TP53
selvagem inibe a mitose e induz o reparo, se este ndo
for eficiente, ele desencadeia apoptose. Assim, células
geneticamente instaveis e com predisposicdo a trans-
formag&o maligna sdo eliminadas. Entretanto, quando
ocorre uma mutagao no gene TP53, ha alteracdo fun-
cional da proteina p53 que se torna ndo funcional, le-
vando aumainstabilidade genéticaeiniciando atrans-
formac&o maligna'2. A mutagdo do TP53 proporciona
acumulo dessa proteina no nucleo celular, pois a ate-
racdo genética determina uma meia vida mais longa,
podendo ser detectada por imuno-histoquimicat®.

A ciclooxigenase (Cox) éumaenzimalimitante
da taxa de conversdo do &cido aracddnico em
prostaglandinal’. Esta enzima possui duas isoformas a
Cox-1eaCox-2. A Cox-1 é expressacongtitutivamente
namaioriadostecidos, e controlaatividadesfisiol 6gicas
normais. Ja a Cox-2 somente se expressa apos ser esti-
mulada por fatores de crescimento, citoquinas e
mitdgenos. A Cox-2 é expressano trato gastrointestinal
em niveisindetectaveis, porém suaexpressao € eviden-
ciadanamaioriadosadenomas eeleva-se significativa
mente no carcinoma intestinal14>16, A expressdo des-
ta enzima pode ser um fator progndéstico independente,
cujo nivel de expressdo tem sido relacionado ao desen-
volvimento de metéstases a distancia, recorréncias, me-
nor sobrevida e grau de invasao vascular',

Neste estudo, avaliamos se existe associagao
entre a expressdo das proteinas p53 e Cox-2 com o
estadiamento do adenocarcinomaintestinal.

METODOS

Selecdo de casos

Foram escolhidos blocos de parafina (n = 40)
contendo fragmentos de tecido intestinal anteriormen-
te diagnosticado como adenocarcinoma de intestino
humano. Todos provenientes do arquivo do Servico de
Patologia do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM), RS, Brasil, referentes aos exames
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histopatol gicosrotineiros realizados no periodo entre
1998 e 2003. Para controle, amostras de &reas ndo
tumorais de mucosa adjacente, referentes a cada caso,
foram incluidas no estudo (n = 40).

Como critério deinclusdo consideramosaexis
téncia e a conservacdo de todos os blocos de parafina
referentes a cada caso no periodo de tempo destinado
a0 estudo. Foram considerados critérios de exclusdo a
maconservacao dos blocos de parafina, arquivoincom-
pleto, dividas diagndsticas, outros diagndsticos, produ-
tos de bidpsias e casos fora do periodo estipulado.

O protocol o experimental foi submetido e apro-
vado pelo Comité de Eticaem Pesquisaem Seres Huma:
nos e Animais da Universidade L uterana do Brasil , Ca-
noas, RS, Brasi| (protocolo CEP-ULBRA 2006-256H).

Processamento histolégico

Foram obtidos de todos os blocos cortes
histol 6gicos com 4 gm de espessura, montados em | &
minas histol 6gi cas tratadas com silano (4%) e coradas
com hematoxilina e eosina para reavaliacao
histopatol gica.

A revisdo histopatoldgica em todos 0s casos
foi realizada por dois patol ogistas experientes, de for-
ma independente, sem identificagdo dos casos. Even-
tuais resultados conflitantes foram discutidos pelos
mesmos para definicdo consensual da andlise.

Procedeu-se graduacéo, estadiamento pTNM
e caracterizaggo deitens relativos ao preenchimento de
um instrumento recomendado para adenocarcinoma
coloretal™, adotado pel o Servigo de Patologiado HUSM.

I muno-histoquimica

Utilizando a técnica de imuno-histoquimica,
foram testadas, em todos os casos de adenocarcinoma
de intestino e mucosa adjacente, a imunorreatividade
daproteinap53 utilizando o sistemaEnvison™ (Dako,
EUA), e paraaproteina Cox-2, foi utilizado o método
da avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Vector
Laboratories, EUA) com modificagoes®.

As l&minas contendo tecido intestinal foram
desparafinizadasemxilal, hidratadasem d coal etilico ab-
soluto, tratadas com tampéo citrato (pH 6,0) para a
reativacdo do antigeno e lavadas em solucdo salina
tamponada. Apd6s, aslaminasforam tratadas com perdxido
de hidrogeénio (H,0,) a 3% por cinco minutos, para blo-
queio daperoxidase enddgena. A seguir ostecidosforam
incubados com 0s respectivos anticorpos primarios ps3
(anticorpo monoclona de camundongo, clone D07,
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DAKO-EUA, 1:1800) e Cox-2 (anticorpo monoclona de
camundongo, Cayman Chemica Company-EUA; 1:100),
overnight a 4°C. Posteriormente, os cortes foram incu-
bados com o anticorpo secundario biotinilado por 60 mi-
nutos, edurante45 minutos, no caso do sstemaEnvison™.

A revelacdo dos anticorpos foi realizada atra-
vés da reacdo da enzima peroxidase visualizada pela
coloracdo com DAB ((3-3)-tetrahidrocloreto de
diaminabenzidina), contra-corados com hematoxilinade
Harris e analisados em microscopio optico.

Andlise imuno-histoquimica

A imunocoloracdo daproteinap53 foi conside-
rada positiva quando observamos mais de 10% de cé-
[ulasimunomarcadas com reatividade nuclear parap53.
O controle positivo paraaimunol ocalizagdo daprotei-
na p53 foi feito com uma amostra de carcinoma de
mama. Controles negativos foram obtidos pela omis-
sdo dos anticorpos primarios#1°,

Oscritérios utilizados paraavaliagdo da Cox-2
foram: Negativo = auséncia de reatividade; Positivo
1+ = reatividade fraca; Positivo 2+ = reatividade mo-
derada e Positivo 3+ = reatividade intensa. Foi utiliza-
do como controle positivo uma amostra de carcinoma
de mama com reatividade intensa a Cox-2 (3+).

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados da
imunorreatividade das proteinas p53 e Cox-2 e suaas-
sociacdo com o estadiamento do tumor foi obtidacom
0 emprego do teste qui-quadrado de associacdo. Para
a comparagdo da expressdo das proteinas entre o teci-
do normal e o tecido tumoral empregou-se o teste exa-
to de Fischer. Para todos os testes foi utilizado o
software GraphPad Instat (versdo 3.05, GraphPad
Software Incorporation, San Diega, CA, USA).

RESULTADOS

Caracteristicas da amostra de adenocar-
cinoma de intestino

Foram estudados 40 casos de adenocarcinoma
de intestino, 28 (70 %) em mulheres e 12 (30 %) em
homens, predominantemente dos 61 aos 80 anos (55
%). Com relagdo alocalizagdo do tumor houve predo-
minio do célon descendente (n = 38 %).

A maioria dos tumores correspondeu a
adenocarcinomamoderadamente (n = 26; 65%) ou bem
diferenciados (n = 23; 32%). Em 75% da amostra a
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avaliacdo da invasdo vascular foi ausente; e 92,5 %
dos casos néo apresentaram invasdo perineural (Tabe-
lal).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das amostras de
adenocarcinoma de intestino.

Caracteristica N° casos

Sexo Masculino
Feminino
|dade <50
51-60
61-70
71-80
>80
L ocalizag&o do Tumor
Angulo Hepético
Célon Descendente
Célon Ascendente
Grau de Diferenciacéo
Bem Diferenciado
M oderadamente Diferenciado
Pouco Diferenciado
Invasdo Vascular
Presente
Ausente
Invasdo Perineural
Presente 3
Ausente 37
Estadiamento
|
1A
1B
[TA
B
[c
v
Classificagéo de Dukes
A
B
C
D
Classificaggo de Astler-Coler
B1
B2
C1
Cc2
D

wBERouBR

&8

36

10

wBuorn s o~
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Em relac&o ao estadiamento tumoral os resul-
tados apontam predominio dosestégios|11C em 11 casos
(27,5 %) e llA em 8 casos (20 %) (Tabelal). A clas-
sificagdo de Dukes evidenciou predominanciadaamos-
tra nos estagios Dukes C e B; sendo 18 casos (45 %)
Dukes C e 12 casos (30 %) Dukes B (Tabela 1). A
classificacdo de Astler-Coler mostrou predominancia
nos estagios Astler-Coler C2 em 15 casos (37,5%) e
Astler-Coler B2 em 12 casos (30%) (Tabela 1).

Expressdo imuno-histoquimica de p53 e
Cox-2 em tecido normal e tumoral

Foi observada hiperexpressdo de p53 em 28
das 40 amostras de adenocarcinoma (70 %) e
reatividade Cox-2 3+ em 100 % dos casos, represen-
tando diferenca estatisticamente significante do tecido
normal (p<0.0001) em relagéo aos marcadores p53 e
Cox-2 (Tabela 2).

Associagdo entre estadiamento segundo
TNM e Astler-Coller com marcadores p53 e Cox-2

Tabela 2 - Reatividade imuno-histoquimica da p53 e Co.
tecido normal.

N&o foi observadadiferencasignificativaao
considerarmos a associacao entre hiperexpressao de
p53 e estadiamento segundo TNM, apesar da maio-
ria (27,5 %) ser classificada como estagio I11C (Ta-
bela 3). Quinze casos (37,5 %) dos adenocarcinomas
com hiperexpressao para p53, encontravam-se no
estagio C2, segundo Astler-Coller, representando as-
sociacao estatistica significativa entre p53 e
estadiamento segundo Astler-Coller (p=0.0244) (Ta-
bela 3).

Em relagéo ao Cox-2 positivo 3+, n&o obser-
vamos diferenca significativa ao considerarmos a as-
sociacdo desta proteina com estadiamento TNM ou
Astler-Coller (Tabela 4).

DISCUSSAO
O conhecimento do maior nimero de varia-
veis diretamente associadas ao prognostico dos tu-

mores intestinais torna-se necess&rio para a melhor
identificacéo de pacientes que poderdo se beneficiar

X-2 nas amostras de adenocarcinoma de intestino e

(n) p53* Cox-2*
+ - +1 +2 +3
Tecido norma 40 0 40 5 26 9
Tecido tumora 40 28 12 0 0 40

* Estatisticamente diferente do tecido normal (p < 0.0001).

Tabela 3 - Associacdo entre o estadiamento segundo si
intestino e a expressdo da proteina p53.

stema TNM e Astler-Coller no adenocarcinoma de

Estadiamento

p53 TNM Total
[ [TA 1B 1A I111B [11C AV
+ 3 4 2 1 5 n 2 28
- 4 4 2 1 0 0 1 12
Astler-Coller
B1 B2 C1 Cc2 D Total
+ 3 6 2 15 2 28*
- 4 6 1 0 1 12

* Existe associagdo significativa (p = 0.0244).
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Tabela 4 - Associacdo entre o estadiamento segundo sistema TNM e Astler-Coller no adenocarcinoma de

intestino e a expressdo da proteina Cox-2.

Estadiamento

Cox-2 TNM Total
| A 1B [T1TA 1B [11C v
+2 0 0 0 0 0 0 0 0
+3 7 8 4 2 5 i 3 40
Astler-Coller

B1l B2 C1l C2 D Total
+2 0 1 0 1 1 3
+3 7 n 3 14 2 37

de tratamentos complementares®. A ressecc¢ao cirlr-
gica continua sendo a modalidade terapéutica mais
efetiva para o tratamento desta neoplasia em fases
iniciais. Em contraste, nos pacientes em que acirur-
gia ndo € o tratamento de escolha, é fundamental a
utilizagdo de fatores prognosticos para melhor com-
preender a histéria natural do tumor e definir a me-
[hor terapia?*.

No nosso estudo , a populacdo avaliada tinha
entre 61 a 80 anos, sendo a idade média 61,8 anos,
semel hante ao encontrado na literatura®®?, mostrando
prevaléncia da doenca em pessoas acima de 50 anos.
O adenocarcinomafoi significativamente maisfreqlen-
te no cdlon descendente (95 % dos casos), semel hante
ao relatado anteriormente?®.

A marcagao imuno-histoquimicafoi maior,
de umamaneirageral, em casos I 11-C umavez que
100 % dos I11-C foram positivos para p53 e para
Cox-2 (9 % positivo 2+ e 91 % positivo 3+). Além
disso, 100 % dos casos I11-B foram positivos para
p53 e Cox-2 3+. Este fato é concordante com es-
tudos que relacionam p53 e Cox-2 com pior prog-
nostico122425, Neste estudo foi possivel observar
que proporcionalmente a progressao do
estadiamento houve aumento da expressédo destes
marcadores, apesar destes dados ndo demonstra-
rem diferencasignificativa.

Quando fizemos a associacdo entre os
marcadores e a classificagdo segundo Astler-Coller,
observamos uma prevaléncia na classificagdo C2.
Destes, 100 % foram positivos para p53 e Cox-2
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(93,3 % Cox-2 positivo 3+ e 6,6 % Cox-2 positivo
2+). Esta observacao parece estar relacionada a um
pior prognéstico na medida em que a expressdo da
p53 e Cox-2 aumentam de acordo com aimaturida-
de das células tumorais. Estes achados s&o concor-
dantes com varios estudos encontrados na literatu-
ra1,9,12,18,24,26,27,28,29,30,31,32. Destaca'se que em esté_
gio mais adiantado, estagio D de Dukes e D de
Astler-Coller, foi observado um discreto decrésci-
Mo na marcagdo p53, enquanto a marcagdo Cox-2
se manteve com 100 % de positividade.

Na maloria das associagdes realizadas houve
concordancia de expressdo entre p53 e Cox-2, suge-
rindo mais estudos que abordem a expresséo da Cox2
e da p53 como fatores interligados. Tais achados en-
contram concordancianaliteratura, umavez que vari-
0s oncogenes, fatores de crescimento e promotores de
tumor podem apresentar a capacidade de induzir a ex-
pressdo de Cox-2 em células malignas. Além disso, o
p53 selvagem é capaz de suprimir atranscricéo do Cox-
2, sugerindo que o p53 &, também, um determinante
para a expressao do Cox-2. Este, por sua vez, pode
gerar efeitos na proliferacdo celular e no progndstico,
aumentando o potencial metastético de células malig-
naSl'lO.

Embora estes achados ndo possam suportar a
hi p6tese de associ agdo entre os marcadores p53 e Cox-
2 com o estadiamento do tumor de intestino, sua con-
tribuicdo é relevante para futuros estudos por apontar
relacBes de extrema importancia em torno destes
marcadores como fatores progndsticos.
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ABSTRACT: The objective of this study is to establish a possible association between staging and the expression of p53 and
cyclooxygenase-2 (Cox-2) proteins in intestinal adenocarcinoma. A retrospective study of 40 embedded paraffins with surgical
specimens of intestinal Adenocar cinoma was performed. The samples were collected during 1998 and 2003 at Hospital Universi-
tério de Santa Maria, RS, Brasil. Samples of non-tumoral tissues (n = 40) wer e used as a negative control. The expression of p53
and Cox-2 was immunohistochemically studied. The expression of p53 and Cox-2 proteins was significantly higher in the tumor
material when compared to the normal adjacent mucosa. Cox-2 expression was found in 100% of tumoral cases, while p53
expression was noted in 70% of tumor blocks. Thereissignificantly association between the expression of p53 protein and Astler-
Coller staging, but no with TNM-stage. There was no significant correlation between Cox-2 expression and intestinal
adenocar cinoma staging. Our findings suggest that the expression of p53 and Cox-2 proteins could have association with Astler-
Coller staging.

Key words: Intestinal adenocarcinoma. p53 protein. Cox-2 protein. Immunohistochemistry. Tumor staging.
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