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RESUMO: Este estudo teve como objetivo verificar se existe associa¢do entre o estadiamento do tumor e a expressao das proteinas
p53 e Ciclooxigenase-2 (Cox-2) em adenocarcinoma de intestino. Foi realizado um estudo retrospectivo de 40 blocos de parafina
contendo amostras obtidas de ressecc¢éo cirdrgica de tecido intestinal anteriormente diagnosticado como adenocarcinoma de
intestino humano. O material foi coletado no periodo entre 1998 e 2003 no Hospital Universitario de Santa Maria, RS, Brasil.
Como controle, foram utilizadas amostras de &reas nédo tumorais de mucosa adjacente, referentes a cada caso (n = 40). Utilizamos
a imuno-histoquimica para analisareste material quanto a expesséo das miteinas p53 e Cox-2A expressdo das mteinas p53 e
Cox-2 foi significativamente maior em tecido tumoral quando comparada com mucosa adjacente. Detectamos positividade total
para Cox-2 (100%), e parcial (70%) para p53 em tecido tumoral. Foi verificada associacéo significativa entre expresséo da proteina
p53 e estadiamento segundastler-Coller, mas ndo com a classificagd®NM. Quanto a proteina Cox-2, nédo foi observada
associacao significativa com estadiamento do tumor de intestino. Os achados sugerem que existe uma tendéncia entre a expres-
sdo da poteina p53 e Cox-2 com o estadiamento do tuma@endo necessaria compwagdo com estudos futuos.

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

INTRODUCAO O diagnéstico do cancer colorretal pode ser
suspeitado pela histéria clinica de enterorragia ou san-
O carcinoma de intestino é um dos tumoresgue oculto nas fezes, dor abdominal, emagrecimento, e
malignos mais comuns no ocidente, correspondendo aonfirmado pela endoscopia baixa seguida de biépsia e
terceira causa de morte por cancéfais de 80% anatomopatoldgicoExistem fatores progndésticos para
desses tumores sao esporadicos, sendo que os fatoregancer colénico que estdo diretamente relacionados
ambientais e dietéticos parecem ser variaveis de grarao sistema pTNMe estadiamentoS&o estes: infiltra-
de valor no desenvolvimento desta neopldslasto- ¢ado do tumor na gordura pericoélica, graduacéo
ria familiar para o cancer intestinal € observada emhistologica, obstrucao, perfuracéo, aderéncia do tumor
até 25% dos casos, e algumas situacdes como presemérgaos e estruturas adjacentes, invasao angiolinfatica
ca de adenomas, constituem risco de desenvolvee classificacdo de DukesAstlerColler“® O prog-
adenocarcinoma intestifaf. nostico em casos de doenga avangada € ruim, e mais
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de um terco dos pacientes morrem durante a progrestistopatoldgicos rotineiros realizados no periodo entre
sdo da doenéa 1998 e 2003. Para controle, amostras de areas nao
Durante a evolugéo dos tumores de intestino,tumorais de mucosa adjacente, referentes a cada caso,
do tipo esporadico, varios genes sao alterados, sendoram incluidas no estudo (n = 40).
os mais frequentestP53 k-ras DCC, APC e c- Como critério de incluséo consideramos a exis-
myc&48° Atualmente varios marcadores imuno- téncia e a conservacao de todos os blocos de parafina
histoquimicos vém sendo estudados em relagdo &ferentes a cada caso no periodo de tempo destinado
carcinogénese colorretal, entre eles a oncoproteina p5@o estudo. Foram considerados critérios de exclusdo a
e, mais recentemente, a Ciclooxigena$éi2 ma conservacao dos blocos de parafina, arquivo incom-
Quando ocorre dano ao DNA, o gehie53 pleto, davidas diagndsticas, outros diagnosticos, produ-
selvagem inibe a mitose e induz o reparo, se este némos de bidpsias e casos fora do periodo estipulado.
for eficiente, ele desencadeia apoptéssim, células O protocolo experimental foi submetido e apro-
geneticamente instaveis e com predisposicéo a transsado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Huma-
formac&o maligna séo eliminadas. Entretanto, quandmos eAnimais da Universidade Luterana do Brasil , Ca-
ocorre uma mutacdo no gefB53 ha alteracdo fun- noas, RS, Brasil (protocolo CEP-ULBRA 2006-256H).
cional da proteina p53 que se torna nao funcional, le-
vando a uma instabilidade genética e iniciando a trans- Processamento histolégico
formag&o malignd A mutacdo dd’P53proporciona Foram obtidos de todos os blocos cortes
acumulo dessa proteina no nucleo celydais a alte-  histoldgicos com 4 gm de espessura, montadod-em |
racdo genética determina uma meia vida mais longaminas histolégicas tratadas com silano (4%) e coradas
podendo ser detectada por imuno-histoquithica com hematoxilina e eosina para reavaliagcdo
A ciclooxigenase (Cox) € uma enzima limitante histopatologica.
da taxa de conversdo do acido aracdbnico em A reviséo histopatolégica em todos os casos
prostaglandind. Esta enzima possui duas isoformas afoi realizada por dois patologistas experientes, de for-
Cox-1 e a Cox-2A Cox-1 é expressa constitutivamente ma independente, sem identificacdo dos casos. Even-
na maioria dos tecidos, e controla atividades fisioldgicaduais resultados conflitantes foram discutidos pelos
normais. J& a Cox-2 somente se expressa apos ser estiesmos para definigdo consensual da analise.
mulada por fatores de crescimento, citoquinas e Procedeu-se graduacao, estadiamento pTNM
mitdgenosA Cox-2 é expressa no trato gastrointestinal e caracterizacéo de itens relativos ao preenchimento de
em niveis indetectaveis, porém sua expressao € evidemm instrumento recomendado para adenocarcinoma
ciada na maioria dos adenomas e eleva-se significativazoloretal’, adotado pelo Servigo de Patologia do HUSM.
mente no carcinoma intestih&i!>¢ A expressao des-
ta enzima pode ser um fator prognéstico independente, Imuno-histoquimica
cujo nivel de expressao tem sido relacionado ao desen- Utilizando a técnica de imuno-histoquimica,
volvimento de metastases a distancia, recorréncias, mdéeram testadas, em todos os casos de adenocarcinoma
nor sobrevida e grau de invaséo vaséular de intestino e mucosa adjacente, a imunorreatividade
Neste estudo, avaliamos se existe associacada proteina p53 utilizando o sistema Envi¥dako,
entre a expressao das proteinas p53 e Cox-2 com BUA), e para a proteina Cox-2, foi utilizadeonétodo

estadiamento do adenocarcinoma intestinal. da avidina-biotina-peroxidase (ABC) é¥tor
) Laboratories, EUA) com modificac&es
METODOS As laminas contendo tecido intestinal foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em alcool etilico ab-
Selecdo de casos soluto, tratadas com tampé&o citrato (pH 6,0) para a

Foram escolhidos blocos de parafina (n = 40)reativacdo do antigeno e lavadas em solucéo salina
contendo fragmentos de tecido intestinal anteriormentamponadap6és, as laminas foram tratadas com peréxido
te diagnosticado como adenocarcinoma de intestinale hidrogénio (HD,) a 3% por cinco minutos, para blo-
humanoTodos provenientes do arquivo do Servico de queio da peroxidase endogeaeguir os tecidos foram
Patologia do Hospital Universitario de Santa Maria incubados com os respectivos anticorpos primarios p53
(HUSM), RS, Brasil, referentes aos exames (anticorpo monoclonal de camundongo, clone D07,
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DAKO-EUA, 1:1800) e Cox-2 (anticorpo monoclonal de avaliacdo da invaséo vascular foi ausente; e 92,5 %

camundongo, Cayman Chemical Company-EUA,; 1:100),dos casos ndo apresentaram invasao perineatat{ T

overnighta #C. Posteriormente, os cortes foram incu- la 1).

bados com o anticorpo secundario biotinilado por 60 mi-

nutos, e durante 45 minutos, no caso do sistema Erf¥ision Tabela 1 -Caracteristicas gerais das amostras de
A revelagéo dos anticorpos foi realizada atra- adenocacinoma de intestino.

vés da reagdo da enzima peroxidase visualizada pela

coloragdo com DAB ((3-3)-tetrahidrocloreto de Caracteristica N° casos
diaminabenzidina), contra-corados com hematoxilina deS exo Masculino 12
Harris e analisados em microscépio éptico. Feminino 28
e . . Idade< 50 7
Analise imuno-histoquimica 51-60 8
A imunocoloragéo da proteina p53 foi conside- 61-70 11
rada positiva quando observamos mais de 10% de cé- 71-80 11
lulas imunomarcadas com reatividade nuclear para p53. >80 3

O controle positivo para a imunolocalizacédo da prOte"LocaIizagéo ddumor

na p53 foi feito com uma amostra de carcinoma de

: . ) Angulo Hepético 1

mama. Controles negativos foram obtidos pela omis- Célon Descendente 38

sdo dos anticorpos primart6¥. ColonAscendente 1
Os criterios ut|I|zAado's para avgllia(;ao da Co.>$-2 Grau de Diferenciagio

foram: Negativo = auséncia de reatividade; Positivo Bem Diferenciado 13

1+ = reatividade fraca; Positivo 2+ = reatividade mo- Moderadamente Diferenciado %6

derada e Positivo 3+ = reatividade intensa. Foi utiliza- Pouco Diferenciado 1

do como controle p'o'smvo l_Jma amostra de carcinoma - <z ovascular
de mama com reatividade intensa a Cox-2 (3+).

Presente 10

N o Ausente 30
Analls,,e_ estatlstlc'a _ Invasdo Perineural

A analise estatistica dos resultados da Presente 3

imunorreatividade das proteinas p53 e Cox-2 e sua as- Ausente 37
sociacao com o estadiamento do tumor foi obtida COM:gtadiamento
0 emprego do teste qui-quadrado de associacdo. Para

a comparacado da expresséo das proteinas entre o teci- HA ;
do normal e o tecido tumoral empregou-se o teste exa- B 4
to de FischerPara todos os testes foi utilizado o HIA 2
software GraphPad Instat (versdo 3.05, GraphPad HIB 5
Software Incorporation, San Diega, CA, USA). Mo 11
v 3
RESULTADOS Classificacdo de Dukes

Caracteristicas da amostra de adenocar g 1;
cinoma de intestino c 18
Foram estudados 40 casos de adenocarcinoma 3

de intestino, 28 (70 %) em mulheres e 12 (30 %) e lassificagao dAstler-Coler
homens, predominantemente dos 61 aos 80 anos (5 B1 v
%). Com relacgédo a localiza¢éo do tumor houve predo- B2 12
minio do célon descendente (n = 38 %). c1 3
A maioria dos tumores correspondeu a C2 15
adenocarcinoma moderadamente (n = 26; 65%) ou bem D 3

diferenciados (n = 23; 32%). Em 75% da amostra a
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Em relacdo ao estadiamento tumoral os resul- N&o foi observada diferenca significativa ao
tados apontam predominio dos estégios llICEerasos  considerarmos a associacgéo entre hiperexpresséo de
(27,5 %) e llAem 8 casos (20 %) &bela 1)A clas- p53 e estadiamento segundo TNM, apesar da maio-
sificacdo de Dukes evidenciou predominéancia da amosria (27,5 %) ser classificada como estagio 11@-(T
tra nos estagios Dukes C e B; sendo 18 casos (45 %ela 3). Quinze casos (37,5 %) dos adenocarcinomas
Dukes C e 12 casos (30 %) Dukes Bl@la 1)A com hiperexpressdo para p53, encontravam-se no
classificacdo déstler-Coler mostrou predominancia estédgio C2, segundstler-Coller, representando as-
nos estagiogstlerColer C2 em 15 casos (37,5%) e sociagdo estatistica significativa entre p53 e

Astler-Coler B2 em 12 casos (30%)afdela 1). estadiamento segundatler-Coller (p=0.0244) (&-
bela 3).
Expressao imuno-histoquimica de p53 e Em relagdo ao Cox-2 positivo 3+, ndo obser-
Cox-2 em tecido normal e tumoral vamos diferenca significativa ao considerarmos a as-

Foi observada hiperexpresséo de p53 em 28ociacdo desta proteina com estadiamento TNM ou
das 40 amostras de adenocarcinoma (70 %) dstler-Coller (Tabela 4).
reatividade Cox-2 3+ em 100 % dos casos, represen-

tando diferenca estatisticamente significante do tecido DISCUSSAO
normal (p<0.0001) em relacdo aos marcadores p53 e
Cox-2 (Tabela 2). O conhecimento do maior nimero de varia-

veis diretamente associadas ao prognostico dos tu-
Associacao entre estadiamento segundo mores intestinais torna-se necessario para a melhor
TNM e Astler-Coller com marcadores p53 e Cox-2 identificacdo de pacientes que poder&o se beneficiar

Tabela 2 -Reatividade imuno-histoquimica da p53 e Cox-2 nas amostras de adenocer de intestino e
tecido normal.

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

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

Tabela 3 -Associacdo entr o estadiamento segundo sistema TNRis#erColler no adenocarinoma de
intestino e a ex@ssao da mteina p53.

Estadiamento

p53 TNM Total
| A [IB A B Inc v
+ 3 4 2 1 5 11 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 entr o estadiamento segundo sistema TNRis#terColler no adenocarinoma de
intestino e a ex@ssao da mteina Cox-2.

Estadiamento

Cox-2 TNM Total
[ A [IB 1A B Inc v
+2 0 0 0 0 0 0 0 0
+3 7 8 4 2 5 1 3 40
Astler-Coller

B1 B2 Ci C2 D Total
+2 0 1 0 1 1 3
+3 7 11 3 14 2 37

de tratamentos complement&fel resseccédo cirar (93,3 % Cox-2 positivo 3+ e 6,6 % Cox-2 positivo
gica continua sendo a modalidade terapéutica mai+). Esta observacédo parece estar relacionada a um
efetiva para o tratamento desta neoplasia em fasggior prognostico na medida em que a expressao da
iniciais. Em contraste, nos pacientes em que a cirurp53 e Cox-2 aumentam de acordo com a imaturida-
gia ndo é o tratamento de escolha, é fundamental de das células tumorais. Estes achados sédo concor-
utilizacao de fatores prognésticos para melhor com-dantes com varios estudos encontrados na literatu-
preender a historia natural do tumor e definir a me-ral®1218.24.26.27.28.29.30313ph astaca-se que em esta-
Ihor terapid'. gio mais adiantado, estagio D de Dukes e D de

No nosso estudo , a populagdo avaliada tinhaAstler-Coller, foi observado um discreto decrésci-
entre 61 a 80 anos, sendo a idade média 61,8 anos)o na marcacdo p53, enquanto a marcacdo Cox-2
semelhante ao encontrado na literafiffamostrando  se manteve com 100 % de positividade.
prevaléncia da doenca em pessoas acima de 50 anos. Na maioria das associacdes realizadas houve
O adenocarcinoma foi significativamente mais freqiien-concordancia de expressao entre p53 e Cox-2, suge-
te no colon descendente (95 % dos casos), semelhantmdo mais estudos que abordem a expressao da Cox2
ao relatado anteriormeite e da p53 como fatores interligaddsis achados en-

A marcacao imuno-histoquimica foi maior contram concordancia na literatura, uma vez que Vvari-
de uma maneira geral, em casos |lI-C uma vez qu®s oncogenes, fatores de crescimento e promotores de
100 % dos IlI-C foram positivos para p53 e paratumor podem apresentar a capacidade de induzir a ex-
Cox-2 (9 % positivo 2+ e 91 % positivo 3Alem presséo de Cox-2 em células maligidém disso, o
disso, 100 % dos casos IlI-B foram positivos parap53 selvagem é capaz de suprimir a transcrigdo do Cox-
p53 e Cox-2 3+. Este fato é concordante com esz2, sugerindo que o p53 é, também, um determinante
tudos que relacionam p53 e Cox-2 com pior prog-para a expressdo do Cox-2. Este, por sua vez, pode
ndsticd 22422 Neste estudo foi possivel observar gerar efeitos na proliferacdo celular e no prognéstico,
gue proporcionalmente a progressdao doaumentando o potencial metastatico de células malig-
estadiamento houve aumento da expressédo destems.
marcadores, apesar destes dados ndo demonstra- Embora estes achados ndo possam suportar a
rem diferenca significativa. hipotese de associacéo entre os marcadores p53 e Cox-

Quando fizemos a associagdo entre 0s2 com o estadiamento do tumor de intestino, sua con-
marcadores e a classificagdo seguhsiter-Coller, tribuicéo € relevante para futuros estudos por apontar
observamos uma prevaléncia na classificacdo C2relacbes de extrema importancia em torno destes
Destes, 100 % foram positivos para p53 e Cox-2marcadores como fatores prognosticos.
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ABSTRACT: The objective of this study is to establish a possible association between staging and the esgion of p53 and
cyclooxygenase-2 (Cox-2) mteins in intestinal adenocacinoma. A retrospective study of 40 embedded parffiis with surgical
specimens of intestinaAdenocarcinoma was performed.The samples wee collected during 1998 and 2003 at Hospital Universi-
tario de Santa Maria, RS, Brasil. Samples of non-tumoral tissues (n = 40) were 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 tumoblocks. There is significantly association between the exgssion of p53 potein andAstler-
Coller staging, but no with TNM-stage. There was no significant correlation between Cox-2 expression and intestinal
adenocacinoma staging. Ourfindings suggest that the expgssion of p53 and Cox-2 pteins could have association witlstler-
Coller staging.

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