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RESUMO 
Introdução: O adenocarcinoma de esôfago apresenta um aumento de 
freqüência nas últimas décadas, particularmente em países desenvolvidos. 
O esôfago de Barrett é reconhecido como a principal lesão precursora e o 
estudo da seqüência metaplasia-displasia-adenocarcinoma mostra a 
ocorrência de alterações genéticas desde suas fases mais incipientes. As 
alterações no p16INK4a são relatadas como freqüentes no esôfago de Barrett 
e no carcinoma de esôfago. A análise dessas informações pode contribuir 
para a identificação de indivíduos de maior risco através de fatores 
prognósticos importantes no seguimento de pacientes. 
 
Objetivo: Verificar a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína 
p16INK4a em peças cirúrgicas e histopatológicas de pacientes com 
adenocarcinoma de esôfago. 
 
Metodologia: A população do estudo foi constituída de 37 pacientes com 
adenocarcinoma de esôfago diagnosticados no GCEEID-HCPA entre janeiro 
de 1998 e dezembro de 2002. A expressão da proteína p16 foi detectada por 
meio de estudo imunoistoquímico, com anticorpo primário p16INK4a Ab-7, 
clone 16P07, NeoMarkers e avaliada de acordo com o Sistema de Escore de 
lmunorreatividade (lmmunoreactive scoring system - IRS) modificado. 
 
Resultados: No grupo de 37 pacientes estudados, houve predominância de 
pacientes do sexo masculino (86,5%) e a maioria dos casos correspondia a 
estádios avançados (Estádios IlI 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: Os resultados obtidos no estudo demonstram a perda da 
expressão imunoistoquímica da proteína p16INK4a em 67,6%  dos   casos, 
corroborando relatos prévios de que a inativação do gene p16 é um evento 
freqüente e que pode exercer um papel importante na carcinogênese do 
adenocarcinoma de esôfago. 
  
Palavras-chave: esôfago, neoplasia de esôfago, adenocarcinoma de 
esôfago, cancer de esôfago, Barrett, p16,   p16INK4a, CDK, carcinogênese, 
imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 
lntroduction: 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-adenocarcinom_a sequence   presents a lot of genetic 
changes  since its early  events.  The alterations in p16INK4a are frequent 
in the Barrett´s esophagus and the esophageal carcinoma. The 
The analysis of those informations can contribute in perspectives to identify 
higher risk individuais, prognostic factors or follow-up strategies for the 
patients. 

   
Objective: To verify the prevalence of the immunohistochemical expression 
of the p16INK4a protein in patients with esophageal adenocarcinoma 
diagnosed between January 1998 and December 2002 by the Esophageal 
Surgery Group of Hospital de Clínicas de Porto Alegre (GCEEID-HCPA.) 
 
Methods: The study population consisted of 37 patients with esophageal 
adenocarcinoma resected by the GCEEID-HCPA between January 1998 
and December 2002. The p16INK4a protein expression was determined by 
immunohistochemistry using primary antibody p16INK4a Ab-7, clone 16P07 
NeoMarkers and assessed according to the lmmunoreactive scoring system 
(IRS). 
 
Results: Of 37 analyzed patients, the most were male (86,5%) and the 
advanced disease was predominant (stages IlI and IV= 67,5%). ln 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 is according the published reports that p16 is 
enrolled in the carcinogenesis of the adenocarcinoma of esophagus. 
 
Key words: esophageal, esophageal neoplasm, esophageal 
adenocarcinoma, esophageal cancer, Barrett´s   esophagus, p16,   
p16INK4a,  CDK,   CDKN2A, carcinogenesis, immunohistochemistry. 
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1. Introdução: 
 

Vários estudos analisaram fatores de risco e o mecanismo de progressão 

das lesões metaplásicas para as displasias e, destas, para o adenocarcinoma(1-

6). 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 

seguimento(7;8.) 

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 terapêutica(9-13). 

As alterações do gene p16INK4a (o P16INK4a será referido, no texto, apenas 

como p16) são objeto de estudo em diversos tumores, como: carcinomas 

epidermóides de cabeça e pescoço, carcinomas epidermóides de esôfago, 

adenocarcinomas de pâncreas e tumores estromais gastrointestinais (11;14-17). 

Estudos em tumores de pâncreas e em tumores estromais gastrointestinais relatam 

pior prognóstico na vigência de alterações nesse gene(11;15;18). 

Existem alguns 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 freqüentes de 

inativação do gene(8;19-24). No entanto, são poucas as publicações específicas 

sobre a repercussão dessas alterações genéticas e epigenéticas  na expressão  

da proteína p16 em adenocarcinoma de esôfago(23). 

Por isso, a avaliação da expressão  da proteína p16INK4a (a proteína 

p16INK4a será referida, no texto, apenas  como proteína p16) em 

adenocarcionams de esôfago pretende contribuir para a compreensão dos 

processos genéticos envolvidos na carcinogênese esofágica, particularmente nos 
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casos de adenocarcinoma. 

  
 



15 

2. Revisão da literatura: 
 

2.1 Câncer de esôfago 

O câncer de esôfago é uma das neoplasias malignas mais devastadoras do 

trato gastrintestinal. O diagnóstico tardio, associado ao comportamento biológico 

agressivo, implica em mau prognóstico para os portadores desta doença(25). 

Esta neoplasia se caracteriza por apresentar grande variabilidade em sua 

incidência, inclusive dentro de uma mesma microrregião, o que demonstra a 

importância dos fatores ambientais na sua gênese(26-29). No Brasil, ocupa a quarta 

causa de morte entre todos os tumores malignos. O Rio Grande do Sul apresenta o 

quinto lugar no mundo em mortalidade por esta doença, sendo considerado área 

endêmica para este tumor(30;31). Estas características locorregionais foram uma das 

motivações para a formação, em 1987, do Grupo de Cirurgia de Esôfago, Estômago e 

Intestino Delgado (GCEEID) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), que se 

tornou centro de referência nacional para o tratamento deste tipo de tumor. 

A incidência do adenocarcinoma de esôfago aumentou de forma significativa 

nos últimos 30 anos, principalmente nos países desenvolvidos(13;32-34). 

As causas para esse aumento ainda não estão estabelecidas, mas acredita-se 

que a incidência crescente dos casos de refluxo gastro-esofágico, com um maior 

número de casos de esôfago de Barrett (EB) secundariamente, e sua progressão para 

o adenocarcinoma, possa ser responsável por uma grande parte deste aumento de 

prevalência(13;33-39). 

Sabe-se que grande parte dos casos de adenocarcinoma de esôfago surge 

após o epitélio escamoso da mucosa normal sofrer metaplasia para epitélio colunar 

especializado (metaplasia intestinal ou esôfago de Barrett), o qual pode progredir para 
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displasia e subseqüente malignidade(22;39;40). Menos freqüentemente, os 

adenocarcinomas de esôfago também podem surgir de células colunares residuais 

congênitas, epitélio gástrico heterotópico e de glândulas esofágicas submucosas(41). · 

Muitos fatores de risco estão relacionados na literatura, sendo o refluxo gastro 

esofágico considerado o mais importante fator para o desenvolvimento do esôfago de 

Barrett e subseqüente adenocarcinoma. Outros fatores de risco são ingesta elevada de 

carnes vermelhas e gorduras polissaturadas, obesidade, tabagismo e etilismo(33;36- 

38). 

O prognóstico do adenocarcinoma de esôfago ainda é muito pobre, com altos 

índices de mortalidade(13;32;36;37). Essa realidade motiva a busca por fatores 

prognósticos que auxiliem no diagnóstico precoce, no tratamento e no seguimento de 

pacientes sob risco ou já diagnosticados(8;35;38;42;43). 
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2.2. Epidemiologia 

A Organização Mundial da Saúde estimou, para o ano 2000, o surgimento de 

412.327 novos casos de câncer de esôfago no mundo (278.985 no sexo masculino e 

133.342 no sexo feminino) e a ocorrência de 337.501 óbitos (226.901 no sexo 

masculino e 110.600 sexo feminino). Para a América do Sul, seriam 14.236 novos 

casos (10.477 no sexo masculino e 3.759 no sexo feminino) e 11.647 óbitos (8.545 no 

sexo masculino e 3.102 no sexo feminino)(44.) 

No Brasil, o Ministério da Saúde estimou, para o ano 2003, 8.895 novos casos 

(6.775 no sexo masculino e 2.120 no sexo feminino) e 5.595 óbitos por câncer de 

esôfago (4.320 no sexo masculino e 1.275 no sexo feminino.) Para o Rio Grande do 

Sul, as estimativas foram de 1.160 novos casos (790 no sexo masculino e 370 no sexo 

feminino) e 830 óbitos (620 no sexo masculino e 210 no sexo feminino.) Para Porto 

Alegre, foram estimados 130 novos casos (90 no sexo masculino e 40 no sexo 

feminino) e 90 óbitos (70 no sexo masculino e 20 no sexo feminino)(45). 

As mesmas estimativas atribuem ao Rio Grande do Sul as mais altas taxas 

brutas de incidência de neoplasia maligna de esôfago no Brasil com 15,4 casos para 

100.00 homens e 6,92 casos para cada 100.000 mulheres(45.) 
 

No Rio Grande do Sul, em 2001, foram registrados 863 óbitos por neoplasia 

maligna de esôfago. Destes, 85 ocorreram em Porto Alegre(46). 

Os dados publicados pelo Registro de Câncer de Base Populacional de Porto 

Alegre mostram que, em 1996, foram 131 novos casos (98 no sexo masculino e 33 no 

sexo feminino). Deste total, 65 eram carcinomas epidermóides, 15 eram 

adenocarcinomas e os 51 restantes não tiveram especificação de sua morfologia 

(neoplasia maligna , carcinoma SOE). Ocorreu uma relação de 0,23 casos de 

adenocarcinoma  para cada caso de carcinoma epidermóide.  Em 1997, foram 

registrados 128 novos casos de câncer de esôfago no município de Porto Alegre (90 
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no sexo masculino e 38 no sexo feminino.) Nesses 128 casos, a distribuição por tipo 

histológico foi: 58 carcinomas epidermóides e 10 adenocarcinomas (índice 

adenocarcinoma / carcinoma epidermóide = 0,17). Em 60 casos (46,87%), não houve a 

especificação do tipo histológico (carcinoma SOE, neoplasia maligna)(47;48). 

O Registro Hospitalar de Câncer do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

cadastrou, de 1998 a 2001, 302 novos casos de câncer de esôfago. Destes, 249 eram 

carcinomas epidermóides, 37 adenocarcinomas e 16 não tinham histologia conhecida 

(índice adenocarcinoma / carcinoma epidermóide = 0 ,15)(49). 
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2.3. O ciclo celular 
 

As células eucarióticas possuem elaborados processos para coordenar as 

transições do ciclo celular e assegurar uma replicação fidedigna do genoma antes da 

divisão celular. A progressão pelas diferentes fases do ciclo celular é estimulada por 

complexos proteína-quinases, compostos por uma ciclina e uma quinase ciclina 

dependente (CDK). As CDKs estão expressas organicamente pelo ciclo celular 

enquanto os níveis de ciclinas são restritos por regulação transcricional de genes 

codificadores de ciclinas e pela degradação mediada pela ubiquitina(50). 

Os complexos ciclina-D-CDK4, ciclina-D-CDK6, ciclina-E-CDK2 e ciclina-A 

CDK2 regulam a progressão da fase G1 para a fase S(51). 

A proteína do retinoblastoma (pRb) é um substrato crucial dos complexos 

ativados ciclina-CDK na fase G1. A pRb é seqüencialmente fosforilada por ciclina-D 

CDK4,6 e ciclina-E-CDK2 durante a progressão pela fase G1 e inibe ou ativa a 

transcrição, dependendo de seu estado de fosforilação e proteínas 

associadas(20;51;52). 

Existem etapas reguladoras no ciclo celular eucariótico chamados pontos de 

conferência ("checkpoints") (Figura 1). As células podem parar temporariamente nos 

pontos de  conferência   para  permitir  o  reparo  de  danos  celulares.  Se o dano é 

irreparável, as sinalizações no ponto de conferência devem ativar caminhos que levem 

à morte celular programada (apoptose). A perda da integridade do ponto de conferência 

pode permitir a propagação de lesões no DNA e resultar em alterações genômicas 

permanentes(50). 
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Figura 1. O ciclo celular e os pontos de conferência 
 

As etapas dos pontos de conferência que regulam a progressão pelo ciclo 

celular estão freqüentemente lesadas em células tumorais, o que reforça o significado 

das adequadas sinalizações nos pontos de conferência para a manutenção do 

genoma(22;50; 53). 

A inibição da fase G1 pelos complexos ciclina-CDK desempenha um papel 

fundamental na função do ponto de conferência G1-S. As CDKs são reguladas 

negativamente por um grupo de proteínas funcionalmente relacionadas chamadas 

inibidoras de CDK (CDKls) das quais existem duas famí-lias: as inibidoras INK4 e as 

inibidoras  Cip/Kip. A família INK4 tem quatro membros   p16INK4a (p16), p15INK4a 

(p15), p18INK4a (p18) e p19INK4a (p19); e a família Cip/Kip tem três membros: 

p21Waf1/Cip1 (p21), p27Kip1 (p27) e p57Kip2 (p57). A família INK4  inibe  a  atividade  da  

CDK4  e  da  CDK6 especificamente durante a fase G1, enquanto a família Cip/Kip pode 

inibir a atividade de CDK durante todas as fases do ciclo celular(53-55). 
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    Fase G1 intermediária                           Fase G1 tardia                     Fase S 

 

Figura 2. A p16 e o ciclo celular. Controle da progressão pelo ciclo celular. Polα: DNA polimerase 

α PCN A: antígeno nuclear de proliferação celular. (Modificado de Jenkins et ai., 2002) 

A entrada na fase S do ciclo celular é controlada pela interação de um número 

de produtos de genes. A proteína do retinoblastoma (Rb) é um suppressor de tumor 

que se liga ao fator de transcrição E2F e evita a progressão no ciclo celular. Quando a 

célula se aproxima da fase S, a Rb é fosforilada pela quinase ciclina dependente (CDK) 

4, em conjunção com a ciclina D1. A Rb fosforilada libera E2F, que subseqüentemente 

se liga à proteína de dimerização (DP) 1 e age como fator de transcrição iniciando a 

transcrição de genes chave promotores da transcrição da fase S. A p16 (inibidora da 

CDK) pode bloquear a fosforilação de Rb e manter o ciclo celular parado; Assim, a 

perda do produto do gene p16 pode resultar na perda do controle da proliferação 

celular. A degradação da ciclina D pela proteólise mediada pela ubiquitina regula 

negativamente o sinal da fase S. A p16 oportuniza, em diversos tipos de células, a 

parada em G1 independentemente do p53 em resposta ao dano no DNA através da 

abolição da fosforilação da pRb mediada pelas ciclina-D-CDK4 e ciclina-D-CDK6(52) 

(Figura 2). 
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2.4. O papel do gene p16 INK4a, proteína p16 INK4a no ciclo celular 

O gene p16 (Gene inibidor da quinase ciclina-dependente 4) codifica uma 

proteína de 16-kD. Ela forma complexos com as quinases ciclina-dependentes CDK4 

e CDK6, inibindo sua habilidade de fosforilar a proteína do retinoblastoma. A proteína 

não fosforilada do retinoblastoma impede que a célula entre na fase S do ciclo celular. 

Então, a inativação do gene p16 pode levar a um crescimento celular descontrolado. 

O gene p16 está localizado no braço curto do cromossomo 9 em 9p21, um local em 

que perdas alélicas ocorrem frequentemente nos adenocarcinomas de esôfago (8; 19-

22;24). 

A compreensão da função do p16 é complicada pela observação de que o 

locus INK4a/ARF tem um papel importante nos processos do p53 e pRb. O locus 

INK4a/ARF está localizado no cromossomo 9p21uma região que sustenta perdas 

alélicas em muitos tumores humanos. Deleções hoozigóticas do INK4a ocorrem 

predominantemente em carcinomas de bexiga, gliomas, leucemias linfoblásticas 

agudas de células T, melanomas e carcinomas de células renais. Esse locus está 

relacionado a duas proteínas distintas, a p16INK4a e a p14ARF.  A proteína p16INK4a é 

um componente chave no processo do pRb, enquanto a p14ARF exerce seu papel 

principal no processo do p53. A p14ARF age por ligação específica à MDM2, resultando 

em estabilização da p53 e MDM2. A parada do crescimento induzida pela p14ARF é, 

então, dependente da p53(56). 

O p16 é um gene suppressor de tumor sendo referido, também, como 

CDKN2A, gene MTS-1 (multiple tumor suppressor-1)(51;57;58). 

A inativação de genes supressores de tumores assim como a 

amplificação/superexpressão de proto-oncogenes é relatada na carcinogênese 

esofágica(39;40;59). A maior parte dos genes supressores de tumores está 

relacionada às ciclinas, às CDKs, aos inibidores da CDK e ao gene de suscetibilidade 
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ao retinoblastoma RB1, participando no controle do ciclo celular na progressão da fase 

G à fase S1(50). 
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2.5. A expressão imunoistoquímica da proteína p16 

Diversos estudos utilizando a comparação da expressão imunoistoquímica da 

proteína p16 e o seqüenciamento molecular demonstraram que o estudo 

imunoistoquímico evidenciou todas as deleções homozigóticas do gene p16, assim 

como houve correlação entre as alterações no gene p16 e a perda de expressão da 

proteína p16 na análise imunoistoquímica(10;23;60;61). 

Bian et al.(23) observaram que a hipermetilação da região promotora do gene 

p16 é um evento muito comum no adenocarcinoma de esôfago, com perda da 

expressão imunoistoquímica da proteína p16 em 86% dos casos. No entanto, não 

encontraram relação com a perda de heterozigosidade do locus do gene p16. 

No adenocarcinoma de pulmão, Awaya et al.(62) encontraram a expressão da 

proteína p16 em 31,3% dos casos. Não foi observada correlação significativa entre a 

perda da expressão imunoistoquímica com a hipermetilação ou a perda de 

heterozigosidade do gene. Em outro estudo, Belinski et al.(63) publicaram estudo em 

que encontraram correlação entre a perda da expressão da proteína p16 e a metilação 

do gene em carcinomas epidermóides de pulmão e lesões precursoras. 

Takahira et al.(64) observaram a expressão imunoistoquímica da proteína p16 

em 64,3% dos sarcomas de células claras, sem correlação significativa entre as 

alterações do gene e a perda da expressão da proteína. 

Nishimine et al.(65) encontraram uma correlação significativa entre alterações 

no gene p16 e a perda da expressão imunoistoquímica da proteína p16 em carcinomas 

de glândulas salivares(p=0.003). 
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Em estudo publicado por Qin et al.(66) foi relatada expressão 

imunoistoquímica diminuída em carcinomas hepatocelulares e correlação 

significativa tanto com a hipermetilação quanto com tumores pouco diferenciados. 

Trabalho de Nielsen et al.(67) mostrou correlação entre a perda da 

expressão da proteína p16 e delações do p16, em osteossarcomas. 

Vários estudos avaliaram a significância clínico-patológica da expressão de 

p16 em diferentes tumores(11;14-17). Yuen et al.(14) estudaram a expressão de 

p16 e carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço e encontraram uma 

expressão fraca de p16INK4a de quinze por cento em tumores de cavidade oral, vinte e 

cinco por cento em tumores de faringe e sessenta e três por cento em tumores de laringe. 

Não houve diferença significativa em relação à sobrevida dos pacientes e a expressão fraca 

foi mais observada em estádios mais avançados. 

Schneider-Stock et al.(15) realizaram um estudo sobre as alterações 

genéticas e a expressão imunoistoquímica da proteína p16 em Tumores Estremais 

Gastrintestinais (GIST) e encontraram correlação entre as alterações genéticas 

(metilação, mutação e perda da heterozigosidade) e a expressão ausente ou 

diminuída da proteína. Além disso, observaram que os pacientes com alterações 

no p16 apresentaram pior prognóstico, com sobrevida em cinco anos de nove por 

cento no grupo com alterações e de setenta e cinco por cento no grupo sem 

alterações no p16. 

Gerdes et al.(11) encontraram uma importante relação entre as alterações 

no p16INK4a e o prognóstico de pacientes submetidos à ressecção de 

adenocarcinoma ductal pancreático. Biankin et a/.(16) sugerem que a perda da 

expressão da p16 possa estar relacionada à malignidade em tumores de pâncreas. 
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2.6. O p16, Esôfago de Barrett e o cancer de esôfago 

As perdas alélicas do p16 foram demonstradas em setenta e cinco por 

cento dos epitélios metaplásicos e precedem a aneuploidia(68). As perdas 

alélicas em epitélios e displásicos são mais prevalentes do que as perdas alélicas 

do p53 e são detectadas em todo o tecido metaplásico(69). 

Wong et al.(70) verificaram que as lesões do p16 são as anormalidades 

genéticas/epigenéticas somáticas mais precoces no EB, ocorrendo em mais de 

oitenta e cinco por cento dos casos em todos os graus de displasia. 

A perda da expressão da p16 representaria a alteração genética inicial na 

progressão da metaplasia de Barrett(22). 

Sturm et al.(17) encontraram um pior prognóstico em pacientes portadores 

de carcinoma escamoso de esôfago no grupo que perdeu a expressão 

imunoistoquímica da proteína p16. 

Eads et al.(40) analisaram oitenta e quatro amostras de tecido, em 

diferentes estádios de esôfago de Barrett e/ou adenocarcinoma de esôfago 

associado, em um painel de vinte genes e encontraram padrões distintos de 

metilação em diferentes tipos de tecidos. O p16 esteve entre os genes mais 

informativos, com 15% de hipermetilação nas amostras. A freqüência de 

hipermetilação do p16 aumentou significativamente nos estádios mais avançados 

da doença: 0% no esôfago normal, 20% na metaplasia intestinal, 22% na displasia 

e 41% do casos de adenocarcinoma de esôfago. 

Bian et al.(23) avaliaram 22 peças operatórias de esofagectomia por 

adenocarcinoma em esôfago de Barrett. Lesões pré-malignas concorrentes foram 

encontradas em 12 casos: metaplasia intestinal (12 casos), displasia de baixo grau 

(12 casos) e dysplasia de alto grau (11 casos). Além dessas, foram analisados, 
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ainda dez amostras de epitálio normal. A hipermetilação do p16 foi observada em 

82% dos casos de adenocarcinoma de esôfago, em 30% das lesões pré-malignas 

e em nenhuma amostra de tecido esofágico normal. Houve ausência de expressão 

imunoistoquímica de p16 em 19 dos 22 casos (86%), com correlação significative 

entre a perda da expressão da p16 e a hipermetilação (p<0.00001). 
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3. Justificativa: 
 

Os indicadores epidemiológicos mostram que o câncer de esôfago persiste com 

altos índices de mortalidade a despeito das evoluções em técnicas diagnósticas, 

cirúrgicas, quimio e radioterápicas(13;32;36;37). O adenocarcinoma de esôfago 

apresenta um crescimento em incidência, particularmente quando comparado ao 

carcinoma epidermóide de esôfago(13;32-34). 

O progresso da biologia molecular está permitindo elucidar processos genéticos 

da carcinogênese, bem como a identificação de determinados genes como auxiliares no 

diagnóstico precoce ou como potenciais marcadores de prognóstico(8;35;38;42;43). 

Diversos estudos avaliam o potencial prognóstico das alterações do gene p16 

em diferentes tumores. Sabe-se que as alterações do p16 são encontradas em fases 

iniciais do Esôfago de Barrett(22;70). Apesar disto, são poucos os estudos específicos 

sobre a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16 no 

adenocarcinoma de esôfago(23). 

O estudo da prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16 no 

adenocarcinoma de esôfago pode contribuir, em parte, para a compreensão dos 

processos genéticos envolvidos na carcinogênese esofágica, especialmente no 

adenocarcinoma de esôfago. 
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4. Objetivo: 
 

Verificar a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16 em 

amostras de exames anatomopatológicos de pacientes com adenocarcinoma de esôfago.
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5. Metodologia: 
 

5.1. Pacientes: 
 

A população estudada foi obtida pela revisão dos prontuários dos pacientes do 

GCEEID-HCPA com adenocarcinoma de esôfago atendidos entre 01 de janeiro de 1998 

e 31 de dezembro de 2002. Para tal verificação, foram localizados os registros dos 

atendimentos, e consultados os prontuários junto aos arquivos do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre, com a utilização de um formulário (protocolo) para o registro das 

informações necesárias. 

Critério de inclusão: Pacientes com diagnóstico anatomo-patológico de 

adenocarcinoma de esôfago realizado no Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre entre janeiro de 1998 e dezembro de 2002. 

Critérios de exclusão: 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. 



 

31  

 
 
 

5.1. lmunoistoquímica: 
 

Cortes representativos do tumor, oriundos de blocos de parafina com 

material de biópsia ou peça cirúrgica, foram submetidos à técnica imunoistoquímica 

utilizada na rotina do Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

A técnica 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 complex 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 p16 foi realizada de acordo com o Sistema de Escore de 

lmunorreatividade (lmmunoreactive scoring system - IRS)(71), 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 = 

negativa, 1 = fraca, 2 = moderada e 3 = forte. 

Nas figuras a seguir podem ser observados exemplos de colorações nas várias 
 

intensidades, para melhor ilustrar o método (Figuras 3 a 6).  
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Figura 3. Expressão imunoistoquímica negativa da p16 no adenocarcinoma de esôfago (400X) 

 

 
Figura 4. Expressão imunoistoquímica nuclear fraca da p16 no adenocarcinoma de esôfago (400X) 
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Figura 5. Expressão imunoistoquimica moderada da p16 no adenocarcinoma de esôfago (400X) 
 

 
 

Figura 6. Expressão imunoistoquímica forte da p16 no adenocarcinoma de esôfago (400X) 
 
 
 
 

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

pontuações. . 
A leitura das lâminas foi realizada por dois patologistas (LM e MIE), de forma 

independente e sem o conhecimento dos dados clínico-patológicos. O resultado final foi 

obtido por revisões de consenso discutidas entre os dois patologistas. 
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5.2. Ética: 
 

Todo o material biológico estudado provém de pacientes do GCEEID-HCPA. Os 

blocos de parafina com material de biópsia e peças cirúrgicas foram obtidos no Serviço 

de Patologia do HCPA, no período em análise. As Resoluções Normativas 01/97 e 

02/97 da Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde foram respeitadas pois: a obtenção 

deste material não ocasionou alterações na rotina de exame ou procedimento clínico; 

as amostras foram mantidas anônimas; a privacidade dos dados coletados foi garantida 

pela utilização do Termo de Compromisso para Utilização de Dados (os pesquisadores 

do presente projeto se comprometeram a preservar a privacidade dos pacientes, cujas 

informações foram coletadas em prontuários e bases de dados do HCPA. 

Concordaram, igualmente, que essas informações fossem utilizadas única e 

exclusivamente para execução do presente projeto. As informações somente serão 

divulgadas de forma anônima). Os dados e o material biológico foram utilizados 

exclusivamente para a finalidade prevista no projeto. 

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 demais 

normas regulamentares e diretrizes éticas, com aprovação para execução, sob 

protocolo número 03-183. 



 

., 
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5.3. Análise estatística: 
 

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrão, e os 

categóricos por freqüência (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. 



36  

 
 
 

6. Resultados: 
 

6.1 Características da amostra: 

Foram revisados 63 prontuários de pacientes que preenchiam os critérios de 

inclusão e que não tinham história ou presença de outra neoplasia maligna 

concomitante ou  tratamento  neoadjuvante  (quimioterapia  e/ou  radioterapia  antes  do 

procedimento cirúrgico). Destes, foram incluídos no estudo apenas aqueles que 

apresentavam blocos de parafina com biópsias ou peças cirúrgicas, para estudo no 

Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 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 uma média de 

idade de 61,2 anos (desvio padrão ± 1,6 anos) e cinco eram do sexo feminino (13,5%), 

com uma média de idadede 66 anos (desvio padrão ± 1,1 anos) (Figura 7). 

 
 

Sexo 
 
 
 

Figura 7: Distribuição, segundo o sexo e idade, dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de 

esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002) n=3 7 
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A maior parte dos pacientes (67,5%) apresentava doença em estádios IlI e IV. 

Em 4 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 cirurgia 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 eram moderadamente diferenciados (56,8%) e dez casos se referiam a 

tumores indiferenciados (27%) (Tabela 1). 

Tabela 1: Características dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de 
esôfago no GCEEID HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37 
 
Característica  Medida síntese 
Idade, anos  61,9 ±8,6 

 
Sexo   
 Masculino (%) 32 (86,5%) 
 Feminino (%) 5 (13,5%) 

 
Estádio   
 I 4 (10,8%) 
 II 4 (10,8%) 
 III 13 (35,1%) 
 IV 12 (32,4%) 
 não informado 4 (10,8%) 

 
Procedimento   
 Gastrectomia total 11 (29,7%) 
 Cirurgia paliativa 11 (29,7%) 
 Ressecção transiatal 9 (24,3%) 
 Biópsia 6 (16,2%) 

 
Grau histológico   
 Bem diferenciado 5 (13,5%) 
 Moderadamente diferenciado 21 (56,8) 
 Indiferenciado 10 (27%) 
 Não informado 1 2,7%) 

 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão ou número (percentual) 
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6 .2. Aspectos da metodologia: 
 

Na análise imunoistoquímica da p16, houve uma boa concordância entre os 

observadores em relação à avaliação do percentual de núcleos corados 

(Kappa=0,628) (Tabela 2). 

 
 

Tabela 2: Avaliação da concordância entre dois patologistas  quanto ao percentual de núcleos corados para  o p16 
em tumores de pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de 
cinco anos (1998-2002). n=37 

 
Observador 1 

% 0 1 a 9 ≥ 10 Total 

0 12 6 0 18 

1 a 0 2 4 0 6 

≥ 10 0 1 12 13 

Total 14 11 12 37 

Medida de concordância Kappa = 0,628 
 

Em relação à avaliação da intensidade da expressão da p16 nos núcleos, a 

concordância foi razoável (Kappa=0,392) (Tabela 3). 

 
 

Tabela 3: Avaliação da concordância entre dois patologistas quanto à iptensidade da expressão da p16 nos núcleos em tumores 

de pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). 

n=37 

Observador 1 

Intensidade 0 1 2 3 Total 

0 12 4 2 0 18 

1 1 4 3 0 8 

2 0 0 4 6 10 

3 0 0 0 1 1 

Total 13 8 9 7 37 

Medida de concordância Kappa= 0,392 
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Nos casos em que houve discordância entre os observadores, as lâminas 

foram revisadas pelos dois patologistas até que um consenso fosse estabelecido. 

Para as análises finais, somente os resultados consensuais foram 

considerados. 
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6.3. Análise da p16: 
 

A expressão imunoistoquímica da p16 foi observada em apenas 32,4% dos 

casos analisados. 

Em seis casos (16,2%), houve expressão forte (escore 3); em três casos 

(8,1%) a expressão foi moderada e em outros três casos (8,1%) se verificou uma 

expressão fraca da p16. Em vinte e cinco casos (67,6%), houve a perda da expressão 

imunoistoquímica da p16 (Tabela 4). 

 
 

Tabela 4: Distribuição de freqüência do escore de expressão imunoistoquímica da p16 em pacientes com diagnóstico de 

adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37 
 

 

Escore f % 

0 2,5 67,6 

1 3 8,1 

2 3 8,1 

3 6 16,2 

Total 37 100 

 

Em relação ao sexo, houve expressão da proteína em dez dos 32 pacientes do 

sexo masculino (31,2%) e em duas de cinco pacientes do sexo feminino (40%) 

(p=N.S.). 

Quanto ao estadiamento, a distribuição da expressão da proteína foi de 50% no 

Estádio 1 (expressão em dois entre quatro pacientes), 50% no Estádio li (expressão em 

dois entre quatro pacientes), 23% no Estádio Ili (expressão em três entre treze 

pacientes) e 41,7% no Estádio IV (expressão em cinco entre doze pacientes). Não 

houve expressão da proteína nos quatro pacientes sem informação de estadiamento. A 
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análise estatística não mostrou relação significativa entre o estadiamento e a expressão 

da proteína (p=0,485) (Figura 8). 

 
 I                         II III IV 

ESTADI
         

 

Figura 8: Distribuição, segundo o escore de expressão imunoistoquímica da p16 e o estadiamento dos tumores dos pacientes 

com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998- 2002). n=37. 

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 onze pacientes (27,3%); no grupo submetido a cirurgia 

paliativa, a expressão foi identificada em quatro de onze pacientes (36,4%); dos 

submetidos a ressacção transiatal,  quatro dos nove pacientes  (44,4%)  expressa· 

ram a proteína  e no grupo dos pacientes submetidos apenas à biópsia, houve 

expressão da proteína em um de seis pacientes (16,7%) (p=N.S.) (Tabela 5). 

Escore 

Estadiamento 
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Tabela 5: Distribuição da expressão imunoistoquímica da p16 em relação ao sexo, estadiamento, procedimento realizado e 

grau de diferenciação histológica dos tumores dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-

HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37 

Expressão p16 12/37 (32,4%) 

Sexo  

Masculino 10/32 (31,2%) 

Feminino 2/5 (40%) 

Estádio  

I 2/4 (50%) 

II 2/4 (50%) 

III 3/13 (23%) 

IV 5/12 (41,7%) 

Não informado 

Procedimento realizado 

0/4 (0%) 

Gastrectomia total 3/11 (27,3%) 

Cirurgia Paliativa 4/11 (36,4%) 

Ressecção transiatal 4/9 (44,4%) 

Biópsia 1/6 (16,7%) 

Grau de diferenciação histológica  

Bem diferenciado 2/5 (40%) 

Moderadamente diferenciado 7/21 (33,1%) 

Indiferenciado 3/10 (30%) 

Não informado 0/1 (0%) 
 
Os dados são apresentados como número com expressão / número total (percentual) 
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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) (Figura 9). 

 
 

 

Grau de Diferenciação 
 

Figura 9: Distribuição, segundo o escore de expressão imunoistoquímica da p16 e o grau de diferenciação histológica 

dos tumores dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de 

cinco anos (1998-2002), n=37, p=0,81

 

Escore 

Bem                     Moderadamente                Pouco 



44 
 

 
 

7. Discussão: 
 

7.1. Metodologia: 
 

Os critérios para a inclusão e exclusão dos casos no presente estudo foram 

rigorosamente analisados, visando preservar a representatividade da casuística do 

GCEEID-HCPA e a compatibilidade das amostras com 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 possibilidade de ressecção cirúrgica 

curativa. 

Optou-se pela exclusão dos casos submetidos a tratamento neoadjuvante ou 

com história  ou presença  de outra neoplasia  maligna concomitante pois essas 

situações podem modificar a expressão da proteína e a integridade do gene p16(19;72). 

Diversos estudos mostram que a análise da expressão imunoistoquímica da 
 

proteína p16 apresenta uma boa correlação com os demais métodos de análise das 

alterações do gene p16, como o sequenciamento molecular pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR)(10;23;60;62;63;65;73;74). Essa fundamentação científica justificou 

a utilização de um método de menor custo com uma análise adequada para o objetivo 

proposto. 

Foi localizado um único trabalho publicado com uma descrição clara da 

metodologia utilizada na análise imunoistoquímica da p16 no adenocarcinoma de 

esôfago(23). No estudo referido, foram considerados negativos os casos em que 

menos de dez por cento 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, visando maiores 

detalhes sobre a expressão da proteína. 

A avaliação da expressão da p16 através da técnica imunoistoquímica 

mostrou uma concordância entre boa a razoável dos observadores, quanto aos 

critérios de positividade (coloração nuclear) – Kappa = 0,628 - e quanto aos critérios de 
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intensidade da expressão – Kappa = 0,392. Essa concordância pode ser 

conseqüência da grande experiência adquirida pelos patologistas nos diversos 

estudos já realizados com a casuística do GCEEID(27;43;75-77). 
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7.2. Resultados: 
 

Alterações no gene p16 foram estudadas em diversas lesões pré 

malignas(21;40;70;72;78;79) e inúmeros tumores(19;80), como os de cólon e 

reto(60), pâncreas(11), colo uterino(74), glândulas salivares(65), cabeça e 

pescoço(10;14), mesoteliomas(81), osteossarcomas(67), gliomas(82) bexiga(58), 

tumores estremais gastrointestinais(15), ovário(83), pulmão(62;63;74), 

estômago(84) e esôfago(17;23;40;59;70;73;85). 

 
Inúmeras alterações já foram descritas no gene p16, sendo as mais 

freqüentes a hipermetilação e as 

deleções(10;23;40;59;60;62;63;65;70;73;74;81;84). Essas alterações são, com 

freqüência, associadas à perda da expressão imunoistoquímica da proteína 

p16(10;59;60;62;63;65;74). 

Os processos moleculares que acompanham a progressão do esôfago 

de de Barrett para o adenocarcinoma motivaram diversos estudos, considerando o 

EB como a principal lesão precursora do adenocarcinoma de esôfago(21-23;40;70). 

Dentre as causas do EB, merece destaque o refluxo gastroesofágico, doença com 

prevalência em ascensão(32). Gurski et al.(38), em 2003, mostraram que a 

cirurgia antirrefluxo 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 seqüência metaplasia-displasia-adenocarcinoma 

mostraram, em· alguns estudos(23;40;70), correlação entre o grau de alteração 

histológica e a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16. Em 
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nosso estudo, não foi observada relação significativa (p=0,81), mas pareceu haver 

uma tendência de perda da intensidade da expressão com a perda da 

diferenciação histológica.  É  possível  que  uma  casuística  maior  possa  elucidar  

essa  relação  no adenocarcinoma de esôfago. 

Uma 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 um 

papel mais importante no processo de metastatização, como os envolvidos na 

adesividade celular e angiogênese, por exemplo. Estudos com um 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 ai.(72), 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 localizados estudos 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 nesses 

casos tratados, incluindo os diversos graus de resposta. . 

No adenocarcinoma de esôfago, os poucos estudos localizados na literatura 

nacional e internacional e que avaliaram o p16 mostraram alta prevalência de 

alterações nesse gene (41% de alterações genéticas)(40) e uma perda significativa da 

expressão da proteína p16 (perda da expressão em 86% dos casos)(23). Nosso estudo 

encontrou perda da expressão imunoistoquímica da p16 em 67,6% dos casos e uma 

expressão fraca em 8,1%. Apenas 24,3% dos casos mostraram expressão moderada a 

forte. 



.. 
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Estes achados corroboram relatos anteriores, que relacionam a perda da 

expressão da p16 com a carcinogênese esofágica, incluindo o adenocarcinoma. Novos 

estudos avaliando pacientes em todas as fases da seqüência metaplasia-displasia 

adenocarcinoma devem ser realizados, objetivando definir o papel prognóstico deste 

possível marcador nestes grupos de pacientes. 



.. 
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8. Conclusão: 
 

Os resultados do presente estudo demonstraram uma baixa prevalência 

(32,4%) da expressão imunoistoquímica da proteína p16 nos casos analisados, 

indicando um importante papel do gene p16 no processo de carcinogênese do 

adenocarcinoma esofágico.. 
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9. Perspectivas: 
 

Devido ao papel já definido das alterações do p16 no Esôfago de Barrett, 

associado aos achados do presente estudo, abre-se, a partir de agora, a perspectiva de 

realização de uma coorte de pacientes com Esôfago de Barrett que possam ser 

acompanhados prospectivamente com avaliação da perda da expressão deste gene no 

processo evolutivo da seqüência metaplasia-displasia-adenocarcinoma do esôfago. 

A continuidade desta linha de pesquisa poderá, inclusive, contemplar outras  

avaliações e informações sobre as lacunas de conhecimento  identificadas. 
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RESUMO 

Introdução: O adenocarcinoma de esôfago apresenta um aumento de freqüência nas 
últimas décadas, particularmente em países desenvolvidos. O esôfago de Barrett é 
reconhecido como a principal lesão precursora e o estudo da seqüência metaplasia-
displasia-adenocarcinoma mostra a ocorrência de alterações genéticas desde suas 
fases mais incipientes. As alterações no p16INK4a são relatadas como freqüentes no 
esôfago de Barrett e no carcinoma de esôfago. A análise dessas informações pode 
contribuir para a identificação de indivíduos de maior risco através de fatores 
prognósticos importantes no seguimento de pacientes. 
 
Objetivo: Verificar a prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16INK4a 
em peças cirúrgicas e biópsias de pacientes com adenocarcinoma de esôfago. 
 
Metodologia: A população do estudo foi constituída de 37 pacientes com 
adenocarcinoma de esôfago diagnosticados no GCEEID-HCPA entre janeiro de 1998 
e dezembro de 2002. 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 de 37 pacientes estudados, houve predominância de pacientes 
do sexo masculino (86,5%) e a maioria dos casos correspondia a estádios avançados 
(Estádios 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: Os resultados obtidos no estudo demonstram a perda da expressão 
imunoistoquímica da proteína p16INK4a em 67,6% dos casos, corroborando as 
informações de que a inativação do gene p16 é um evento freqüente e que pode 
exercer um papel importante na carcinogênese do adenocarcinoma de esôfago. 
 
Palavras-chave: esôfago, neoplasia de esôfago, adenocarcinoma de esôfago, câncer 
de esôfago, Barrett, p16, p16INK4a, CDK, carcinogênese, imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 

Introduction: 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 the 
Barrett´s esophagus and the esophageal carcinoma. The analysis of those informations can 
contribute in perspectives to identify higher risk individuals, prognostic factors or follow-up 
strategies for the patients. 
 
Objective: To verify the prevalence of the immunohistochemical expression of the p16INK4a 
protein in patients with esophageal adenocarcinoma diagnosed between January 1998 and 
December 2002 by the Esophageal Surgery Group of Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(GCEEID-HCPA). 
 
Methods: The study population consisted of 37 patients with esophageal adenocarcinoma 
resected by the GCEEID-HCPA between January 1998 and December 2002. 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 is according to the specialized literature suggesting that p16 is enrolled in the 
carcinogenesis of the adenocarcinoma of esophagus.  
 
Key words: esophageal, esophageal neoplasm, esophageal adenocarcinoma, esophageal 
câncer, Barrett´s esophagus, p16, p16INK4a, CDK, CDKN2A, carcinogenesis, 
immunohistochemistry. 
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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 adenocarcinoma(1-6). 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 seguimento(7;8). 

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 

terapêutica(9-13). 

As alterações no gene p16INK4a (p16) são objeto de estudo em diversos tumores como: 

carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço, carcinomas epidermóides de esôfago, 

adenocarcinomas de pâncreas e tumores estromais gastrointestinais (11;14-17). Estudos 

em tumores de pâncreas e em tumores estromais gastrointestinais relatam pior prognóstico 

na vigência de alterações nesse gene(11;15;18). 

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 Barret e a 

hipermetilação uma das formas mais freqüentes de inativação do gene(8;19-24). No entanto, 

são poucas as publicações específicas sobre a repercussão dessas alterações genéticas e 

epigenéticas na expressão da proteína p16 em adenocarcinomas de esôfago(23). 
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Metodologia: 

Pacientes:  

A população estudada foi obtida pela revisão dos prontuários dos pacientes do 

GCEEID-HCPA com adenocarcinoma de esôfago atendidos entre 01 de janeiro de 1998 e 

31 de dezembro de 2002. 

Critério de inclusão: Pacientes com diagnóstico anatomopatológico de 

adenocarcinoma de esôfago realizado no Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre entre janeiro de 1998 e dezembro de 2002. 

Critérios de exclusão: 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. 

Variáveis em estudo: Idade, sexo, estadiamento, grau de diferenciação histológica, 

procedimento cirúrgico realizado, intensidade da expressão da proteína p16INK4a, 

percentual de núcleos corados para a p16INK4a. 

Imunoistoquímica:  

Cortes representativos do tumor, oriundos de blocos de parafina com material de 

biópsia ou peça cirúrgica, foram submetidos à técnica imunoistoquímica utilizada na rotina 

do Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. A técnica 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. 
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A avaliação da p16INK4a (p16) foi realizada de acordo com o Sistema de Escore de 

Imunorreatividade (Immunoreactive Scoring System – IRS)(25), 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 (LM e MIE), de forma 

independente e sem o conhecimento dos dados clínico-patológicos. O resultado final foi 

obtido por revisões de consenso discutidas entre os dois patologistas. 
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Nas figuras a seguir podem ser observados exemplos de colorações nas várias 

intensidades, para melhor ilustrar o método (Figuras de 1 a 4). 

 

Figura 1. Expressão imunoistoquímica negativa da p16 (400X); Figura 2. Expressão imunoistoquímica fraca da p16 (400X); 

Figura 3. Expressão imunoistoquímica moderada da p16 (400X); Figura 4. Expressão imunoistoquímica forte da p16 (400X) 

4 3 

1 2 
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Ética: 

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. 

Análise estatística: 

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio padrão, e os categóricos 

por freqüência (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. 
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Resultados: 

Foram revisados 63 prontuários de pacientes que preenchiam os critérios de inclusão 

e que não tinham história ou presença de outra neoplasia maligna concomitante, ou 

tratamento neoadjuvante (quimioterapia e/ou radioterapia antes do procedimento cirúrgico). 

Desses, foram incluídos no estudo apenas aqueles que apresentavam blocos de parafina 

com biópsias ou peças cirúrgicas, para estudo no Serviço de Patologia do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre, 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 uma média de idade de 

61,2 anos (desvio padrão ± 1,6 anos) e cinco eram do sexo feminino (13,5%), com uma 

média de idade de 66 anos (desvio padrão ± 1,1 anos)(Figura 5). 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 5: Distribuição, segundo o sexo e idade, dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-

HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37.   

A maior parte dos pacientes (67,5%) apresentava doença em estádios III e IV. Em 4 

casos (10,8%) não foi localizada anotação referente ao estadiamento.  
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Os procedimentos cirúrgicos com intenção curativa (gastrectomia total e 

esofagogastrectomia transiatal) foram realizados em 54% dos casos. Os demais foram 

submetidos à cirurgia 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 eram moderadamente diferenciados (56,8%) e dez casos 

se referiam a tumores indiferenciados (27%) (Tabela 1). 

Tabela 1: Características dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um 

período de cinco anos (1998-2002). n=37 

Característica Medida síntese 
Idade, anos 61,9  ± 8,6 
Sexo  

Masculino (%) 32 (86,5%) 
Feminino (%) 5 (13,5%) 

Estádio  
I 4 (10,8%) 
II 4 (10,8%) 
III 13 (35,1%) 
IV 12 (32,4%) 
Não informado 4 (10,8%) 

Procedimento  
Gastrectomia total 11 (29,7%) 
Cirurgia Paliativa 11 (29,7%) 
Ressecção transiatal 9 (24,3%) 
Biópsia 6 (16,2%) 

Grau histológico  
Bem diferenciado 5 (13,5%) 
Moderadamente diferenciado 21 (56,8%) 
Indiferenciado 10 (27%) 
Não informado 1 (2,7%) 

  
Os dados são apresentados como média±desvio padrão ou número (percentual) 
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Na análise imunoistoquímica da p16, houve uma boa concordância entre os 

observadores em relação à avaliação do percentual de núcleos corados (Kappa=0,628) 

(Tabela 2). 

 
Tabela 2: Avaliação da concordância entre dois patologistas  quanto ao percentual de núcleos corados para  o p16 em tumores 
de pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). 
n=37 

 
Observador 1 

% 0 1 a 9 ≥ 10 Total 

0 12 6 0 18 

1 a 0 2 4 0 6 

≥ 10 0 1 12 13 

Total 14 11 12 37 

Medida de concordância Kappa = 0,628 
 

Em relação à avaliação da intensidade da expressão da p16 nos núcleos, a concordância foi 

razoável (Kappa=0,392) (Tabela 3). 

Tabela 3: Avaliação da concordância entre dois patologistas quanto à iptensidade da expressão da p16 nos núcleos em 

tumores de pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos 

(1998-2002). n=37 

Observador 1 

Intensidade 0 1 2 3 Total 

0 12 4 2 0 18 

1 1 4 3 0 8 

2 0 0 4 6 10 

3 0 0 0 1 1 

Total 13 8 9 7 37 

Medida de concordância Kappa= 0,392 

 
Nos casos em que houve discordância entre os observadores, as lâminas foram 

revisadas pelos dois patologistas até que um consenso fosse estabelecido. 
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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 casos (16,2%), houve expressão forte (escore 3); em três casos (8,1%) a 

expressão foi moderada e em outros três casos (8,1%) se verificou uma expressão fraca da 

p16. Em vinte e cinco casos (67,6%), houve a perda da expressão imunoistoquímica da p16 

(Tabela 4). 

Tabela 4: Distribuição de freqüência do escore de expressão imunoistoquímica da p16 em pacientes com diagnóstico de 

adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37 
 

 

Escore f % 

0 2,5 67,6 

1 3 8,1 

2 3 8,1 

3 6 16,2 

Total 37 100 

 

Em relação ao sexo, houve expressão da proteína em dez dos 32 pacientes do sexo 

masculino (31,2%) e em duas de cinco pacientes do sexo feminino (40%) (p=N.S.).  

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 treze pacientes) e 41,7% no Estádio IV 

(expressão em cinco entre doze 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) (Figura 6) 
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Figura 6: Distribuição, segundo o escore de expressão imunoistoquímica do p16 e o estadiamento dos tumores dos pacientes com 

diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos (1998-2002). n=37. 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 onze 

pacientes (27,3%); no grupo submetido a cirurgia paliativa, a expressão foi identificada em 

quatro de onze pacientes (36,4%); dos submetidos a ressecção transiatal, 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=N.S.) (Tabela 5). 
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Tabela 5: Distribuição da expressão imunoistoquímica do p16 em relação ao sexo, estadiamento, procedimento realizado e grau de 

diferenciação histológica dos tumores dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um 

período de cinco anos (1998-2002). n=37 

Expressão p16 12/37 (32,4%) 

Sexo  

Masculino 10/32 (31,2%) 

Feminino 2/5 (40%) 

Estádio  

I 2/4 (50%) 

II 2/4 (50%) 

III 3/13 (23%) 

IV 5/12 (41,7%) 

Não informado  0/4 (0%) 

Procedimento realizado  

Gastrectomia total 3/11 (27,3%) 

Cirurgia Paliativa 4/11 (36,4%) 

Ressecção transiatal 4/9 (44,4%) 

Biópsia 1/6 (16,7%) 

Grau de diferenciação histológica  

Bem diferenciado 2/5 (40%) 

Moderadamente diferenciado 7/21 (33,1%) 

Indiferenciado 3/10 (30%) 

Não informado 0/1 (0%) 

 

Os dados são apresentados como número com expressão / número total (percentual) 
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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) (Figura 7).  

 
 

Figura 7: Distribuição, segundo o escore de expressão imunoistoquímica do p16 e o grau de diferenciação histológica dos 

tumores dos pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de esôfago no GCEEID-HCPA em um período de cinco anos 

(1998-2002). n=37.  p=0,81.  
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Discussão: 

 
Os critérios para a inclusão e exclusão dos casos no presente estudo foram 

rigorosamente analisados, visando preservar a representatividade da casuística do Serviço 

GCEEID-HCPA e a compatibilidade das amostras com 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 cirurgia ressectiva. 

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 p16(19;26). 

Diversos estudos mostram que a análise da expressão imunoistoquímica da proteína p16 

apresenta uma 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)(10;23;27-32). Essa fundamentação científica justificou a utilização de um método de menor 

custo com uma análise adequada para o objetivo proposto. 

A avaliação da expressão da p16 através da técnica imunoistoquímica mostrou uma 

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 

conseqüência da participação ativa dos patologistas nos diversos estudos já realizados com 

o trabalho do Serviço GCEEID(33-37). 

Foi localizado um único trabalho publicado com uma descrição clara da metodologia 

utilizada na análise imunoistoquímica da p16 no adenocarcinoma de esôfago(23). No estudo 

referido, foram considerados negativos os casos em que menos de dez por cento 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. 
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Alterações no gene p16 foram estudadas em diversas lesões pré-malignas(21;26;38-

41) e inúmeros tumores(19;42), como os de cólon e reto(28), pâncreas(11), colo uterino(31), 

glândulas salivares(29), cabeça e pescoço(10;14), mesoteliomas(43), osteossarcomas(44), 

gliomas(45) bexiga(46), tumores estromais gastrointestinais(15), ovário(47), 

pulmão(27;31;32), estômago(48) e esôfago(17;23;30;38;41;49;50). 

Inúmeras alterações já foram descritas no gene p16, sendo as mais freqüentes a hipermetilação e 

as deleções(10;23;27-32;38;41;43;48;49). Essas alterações são, com freqüência, associadas à 

perda da expressão imunoistoquímica da proteína p16(10;27-29;31;32;49). 

Os processos moleculares que acompanham a progressão do esôfago de Barrett para 

o adenocarcinoma motivaram diversos estudos, consagrando o EB como a principal lesão 

precursora do adenocarcinoma de esôfago(21-23;38;41). Dentre as causas do EB, merece 

destaque o refluxo gastroesofágico, doença com prevalência em ascensão(51).  Gurski et 

al.(52), em 2003, mostraram que a cirurgia 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 seqüência metaplasia-displasia-adenocarcinoma mostraram, 

em alguns estudos(23;38;41), correlação entre o grau de alteração histológica e a 

prevalência da expressão imunoistoquímica da proteína p16.  Em nosso estudo, não foi 

observada relação significativa (p=0,81), mas pareceu haver uma tendência de perda da 

intensidade da expressão com a perda da diferenciação histológica. É possível que uma 

casuística maior possa confirmar essa relação no adenocarcinoma de esôfago. 

  



76 
 

 

Uma 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 um papel mais importante no 

processo de metastatização, como os envolvidos na adesividade celular e angiogênese, por 

exemplo. Estudos com um 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.(26), 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 nesses casos tratados, 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)(38) e 

uma perda significativa da expressão da proteína p16 (perda da expressão em 86% dos 

casos)(23). Nosso estudo encontrou perda da expressão imunoistoquímica da p16 em 

67,6% dos casos e uma expressão fraca em 8,1%. Apenas 24,3% dos casos mostrou 

expressão moderada a forte. 
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Conclusão: 

Os resultados do presente estudo demonstraram uma baixa prevalência (32,4%) da 

expressão imunoistoquímica da proteína p16 nos casos analisados, corroborando o 

conhecimento já existente sobre as freqüentes alterações do gene p16 no adenocarcinoma 

esofágico. 
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ABSTRACT 

Introduction: The esophageal adenocarcinoma has showed 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 the Barrett´s esophagus and the esophageal carcinoma. The analysis of those 
information can contribute in perspectives to identify higher risk individuals, prognostic 
factors or follow-up strategies for the patients. 
 
Objective: To verify the prevalence of the immunohistochemical expression of the p16INK4a 
protein in patients with esophageal adenocarcinoma diagnosed between January 1998 and 
December 2002 by the Esophageal Surgery Group of Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(GCEEID-HCPA). 
 
Methods: The study population consisted of 37 patients with esophageal adenocarcinoma 
resected by the GCEEID-HCPA between January 1998 and December 2002. 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 cases (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 p16INK4a protein immunohistochemical expression in this study is 
according to the specialized literature suggesting that p16 is enrolled in the carcinogenesis of 
the adenocarcinoma of esophagus.  
 
Key words: esophageal, esophageal neoplasm, esophageal adenocarcinoma, esophageal 
câncer, Barrett´s esophagus, p16, p16INK4a, CDK, CDKN2A, carcinogenesis, 
immunohistochemistry. 
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Introduction:  Many studies had analyzed risk factors and the mechanism of 

progression on the sequence metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma(1-6).  The risk of 

development of adenocarcinoma in patients with Barrett´s esophagus (BE) is estimated in 1 

case for each 56-250 patient-year of follow-up(7;8).  Alterations of specific genes, related to 

some types of tumors, evidence the important role of these genes as potential indicators of 

prognostic or therapeutic response (9-13).  The alterations in the gene p16INK4a (p16) were 

reported in various tumors as:  epidermoid carcinomas of head and neck, epidermoid 

carcinomas of esophagus, adenocarcinomas of pancreas and gastrointestinal estromal 

tumors (11;14-17).  Studies in tumors of pancreas and gastrointestinal estromal tumors had 

worse prognostic when this gene was altered (11;15;18).  There are many studies about 

alterations in the gene p16 in BE and the carcinoma of esophagus, including the 

adenocarcinoma, being the allelic loss of p16 the early genetic alteration in the progression 

of the metaplasia of Barrett and hypermethylation one of the most frequent forms of gene 

inactivation (8;19-24).  However, there are few specific publications about the repercussion 

of these genetic and epigenetics alterations in the p16 protein immunohistochemical 

expression in esophageal adenocarcinomas (23). 

 
Methodology: 

Patients: The population of the study was obtained by the review of the medical 

charts of patients of the Group for Surgeries of the Esophagus and Stomach of Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (GCEEID-HCPA) diagnosed with esophageal adenocarcinoma, 

between January 1998 and December 2002, with no history or presence of another 

concomitant malignant neoplasm, or neoadjuvant treatment (chemotherapy and/or radiation 

therapy before surgery). Only those patients who had paraffin-embedded biopsies or surgical 

specimens were included in the study (n=37). The paraffin blocks were analyzed by the 

Division of Pathology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. 
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Immunohistochemical: The paraffin-embedded biopsies or surgical specimens 

(representative sections of the tumor) were submitted to the immunohistochemical analysis 

routinely performed by the Division of Pathology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 

which consisted of deparaffinization and rehydration, antigen retrieval, inactivation of 

endogenous peroxidase activity and blocking of nonspecific reactions. The primary antibody, 

p16INK4a, clone 16P07 (NeoMarkers), was incubated for 12 hours at 4ºC, diluted 1:50, 

followed by the application of streptavidin-biotin-peroxidase complex (LSAB, Dako) and 

exposed to diaminobenzidine tetrahydrochloride (Kit DAB, Dako) for visualization. Patients 

with p16-positive cervical intraepithelial neoplasia were used as positive controls, while 

negative controls did not include the primary antibody. p16INK4a expression (p16) was 

assessed using the Immunoreactive Scoring System – IRS)(25), modified. Only nuclear 

staining was regarded as positive. 

Two staining patterns were distinguished: positive, when at least 10% of nuclei 

were positive, in clusters or scattered throughout the tissue, and negative, when no or only a 

few cells (<10%) showed nuclear staining. The staining intensity was classified as: 0 = 

negative, 1 = weak, 2 = moderate and 3 = strong (Figure 1 to 4). 
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Figure 1. Negative p16 immunohistochemical expression (400X); Figure 2. Weak p16 immunohistochemical expression (400X); 

Figure 3. Moderate p16 immunohistochemical expression (400X); Figure 4. Strong p16 immunohistochemical expression 

(400X) 

 

Two pathologists who were blinded to the clinical and histopathological information 

independently analyzed the glass slides. The final result was obtained through by consensus 

reviews between the two pathologists. 

Ethics: The study was submitted to the analysis of the Group of Research and 

Graduation of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre, for evaluation about norms and 

ethical aspects, with approval for execution, under protocol number 03-183. 

Statistical Analysis:  The quantitative data had been described for average and 

standard deviation, and categorical data had been described for frequency (absolute 

number) and the percentage. The comments carried through for the two responsible 

pathologists for the evaluation of the intensity of the coloring and expression of p16 had its 

agreement calculated for measure of agreement Kappa.  The distribution of p16 within the 

groups of hystologic differentiation and enters levels of the illness was compared by the 

method of the qui-square.  The data had been processed and analyzed with the SPSS 

program (Statistical Package will be the Social Sciences) version 13.0. 

 

4 3 

1 2 
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Results: 63 medical records of patients had been revised for the inclusion criteria 

and that they did not have history or presence of another concomitant malignant neoplasia, 

or neoadjuvante treatment (chemotherapy and/or radiation therapy before the surgical 

procedure).  From these, only those that presented paraffin blocks with biopsy or surgical 

parts had been enclosed in the study, for study in the Service of Pathology of the Hospital de 

Clínicas of Porto Alegre, forming a population of 37 patients.  The age average was of 61,9 

years (standard deviation ± 8,6 years).  Thirty two patients were male (86,5%), with a 

average of age of 61,2 years (standard deviation ± 1,6 years) and five were female (13,5%), 

with a average of age of 66 years (standard deviation ± 1.1 years) (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5:  Distribution, according to gender and age, of the patients with diagnosis of esophageal adenocarcinoma in the 

GCEEID-HCPA in a five year period (1998-2002).  n=37.   

Most of the patients (67,5%) presented disease in stages III and IV. In 4 cases 

(10,8%) were not found notation about to the stage.  The surgical procedures with curative 

intention (total gastrectomia and transiatal esofagogastrectomia) had been carried through in 

54% of the cases.  They had been just submitted to the palliative surgery or they had not 

received surgical treatment. About the differentiation grade of the tumor, five cases were of 

well differentiated tumors (13,5%), twenty one was moderately differentiated (56,8%) and ten 

cases were related the poorly differentiated tumors (27%) (Table 1).   
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Table 1:  Characteristics of the patients with diagnosis of esophageal adenocarcinoma in the GCEEID-HCPA in a five year 

period (1998-2002).  n=37 

Characteristics Medida síntese 
Age, years 61,9  ± 8,6 

Gender  

Male (%) 32 (86,5%) 

Female (%) 5 (13,5%) 

Staging  

I 4 (10,8%) 

II 4 (10,8%) 

III 13 (35,1%) 

IV 12 (32,4%) 

Not informed 4 (10,8%) 

Procedure  

Total Gastrectomy 11 (29,7%) 

Paliative Surgery 11 (29,7%) 

Transiatal Ressection 9 (24,3%) 

Biopsy 6 (16,2%) 

Histological Grade  

Well Differentiated 5 (13,5%) 

Moderately 

Differentiated 

21 (56,8%) 

Poorly differentiated 10 (27%) 

Not informed 1 (2,7%) 

  
The data are presented as average ± standard deviation or number (percentile) 
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In the p16 immunohistochemical analysis, it had a good agreement between the 

observers in the evaluation of the percentage of staining nuclei (Kappa=0,628). 

The agreement between the observers about the evaluation of the intensity of the 

p16 expression in the nuclei was fair (Kappa=0,392). 

In the cases with discordance between the observers, the glass slides had been 

revised by the two pathologysts until a consensus was established.  For the final analyses, 

only the consensuals results had been considered.  The  immunohistochemical expression 

was observed in 32.4% of the analyzed cases.  In six cases (16,2%), it had strong 

expression (it props up 3);  in three cases (8,1%) the expression was moderate and in others 

three cases (8,1%) if verified a weak expression. In twenty and five cases (67,6%), occurred 

a loss of the imunoistoquímica expression (Table 2). 

Table 2:  Distribution of frequency of immunohistochemical score of p16 in patients with diagnosis of esophageal 

adenocarcinoma in the GCEEID-HCPA in a five year period (1998-2002).n=37 
Score f % 

0 25 67,6 

1 3 8,1 

2 3 8,1 

3 6 16,2 

Total 37 100 

 

In relation to genders, it had protein expression in 10 of the 32 male patients 

(31,2%) and in two of the five female patients (40%) (p=N.S.). 

About  the staging, the distribution of the protein expression was of 50% in Stage I 

(expression in 2 of 4 patients), 50% in Stage II (expression in 2 of 4 patients), 23% in Stage 

III (expression in 3 of 13 patients) and 41.7% in Stage IV (expression in 5 of 12 patients).  

There was no protein expression in the 4 patients without staging information.  The statistic 

analysis did not show a significant relation between the staging and the protein expression 

(p=0,485) (Figure 6).  
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Figure 6: Distribution, according the immunohistochemical score of p16 and the staging of the tumors of the patients with 

diagnosis of esophageal adenocarcinoma in the GCEEID-HCPA in a five year period (1998-2002). n=37. p=0,485. 

 

The distribution of the p16 protein expression between the different surgical 

approaches was the following one:  the group submitted to total gastrotomy had expression 

in three of eleven patients (27,3%);  in the group submitted to palliative surgery, the 

expression was identified in four of eleven patients (36,4%);  in the transiatal resection group, 

four of the nine patients (44,4%) had expressed the protein and in the group of the patients 

submitted only to the biopsy, it had protein expression in one of six patients (16,7%) (p=N.S.) 

(Table 3). 
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Table 3:  Distribution of the p16 immunohistochemical expression in relation to gender, staging, surgical procedure and degree 

of histologic differentiation of the tumors of the patients with diagnosis of esophageal adenocarcinoma in GCEEID-HCPA in a 

five year period (1998-2002). n=37 

p16 expression 12/37 (32,4%) 

Gender  

Male 10/32 (31,2%) 

Female 2/5 (40%) 

Staging  

I 2/4 (50%) 

II 2/4 (50%) 

III 3/13 (23%) 

IV 5/12 (41,7%) 

Not informed 0/4 (0%) 

Surgical procedure  

Total Gastrectomy 3/11 (27,3%) 

Palliative Surgery 4/11 (36,4%) 

Transiatal Ressection 4/9 (44,4%) 

Biopsy 1/6 (16,7%) 

Histologic Grade  

Well differentiated 2/5 (40%) 

Moderately differentiated 7/21 (33,1%) 

Poorly differentiated 3/10 (30%) 

Not informed 0/1 (0%) 

 

Data presented as cases with expression / total cases (percentile) 
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No significant statistic relation was observed between the p16 

immunohistochemical expression and the degree of histologic differentiation of the tumor, 

when analyzed in relation to it props up it of imunorreativity (p=0,81) (Figure 7).  

 
Figure 7: Distribution, according score of p16 immunohistochemical expression and the degree of histologic differentiation of 

the tumors of the patients with diagnosis of esophageal adenocarcinoma in the GCEEID-HCPA in a five year period (1998-

2002).  n=37.  p=0,81.  

 

Discussion:  Many studies show that the analysis of the p16 protein 

immunohistochemical expression presents a good corelation with the other methods of 

analysis of the gene p16 alterations, as the molecular sequencing and the polymerase chain 

reaction (PCR)(10;23;27-32).  This scientific background justified the use of the 

immunohistochemical method.   

The evaluation of the p16 immunohistochemical expression showed a good to fair 

agreement between the observers, about the criteria of positivity (nuclear coloring) and about 

the criteria of intensity of the expression.  This agreement can be consequence of the active 

participation of the pathologists in the diverse studies already performed with the casuistry of 

GCEEID(33-37).   
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We found only one work published with a clear description of the methodology used in the 

immunohistochemical analysis of p16 in the esophageal adenocarcinoma(23).  In the related 

study, the cases had been considered negative when less than ten percent of the cells 

showed nuclear staining.  The present study used the same criteria plus the analysis of the 

expression intensity. 

Alterations in the gene p16 had been studied in diverse pre-malignant 

lesions(21;26;38-41) and malignancies(19;42), as colorectal(28), pancreas(11), cervical(31), 

salivary glands(29), head and neck(10;14), mesotheliomas(43), osteosarcomas(44), 

gliomas(45) urinary bladder(46), gastrointestinal stromal tumors(15), ovarian(47), 

lung(27;31;32), stomach(48) and esophagus(17;23;30;38;41;49;50).  A lot of alterations had 

been already described in the gene p16, being the most frequent hypermethylaton and 

deletions(10;23;27-32;38;41;43;48;49).  These alterations are associated to the loss of the 

p16 protein immunohistochemical expression (10;27-29;31;32;49). 

The molecular processes that follow the progression of the Barrett´s esophagus to 

adenocarcinoma had motivated diverse studies, consecrating the BE as the main precursory 

injury of the esophageal adenocarcinoma(21-23;38;41).  Amongst the causes of the BE, the 

gastroesophageal reflux has a key role(51).  Gurski et al.(52) had shown that the antireflux 

surgery provided reversion of metaplasic and displasics lesions of Barrett´s esophagus for 

more benign forms in a significant number of patients.  The alterations of p16 in the 

metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma sequence had shown, in some studies(23;38;41), 

correlation between the degree of histologic alteration and the prevalence of the p16 protein 

immunohistochemical expression.   
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In the presented study, no significant relation was observed (p=0,81), but seemed 

to have a trend of loss of the intensity of the expression with the loss of the histologic 

differentiation.  It is possible that a bigger casuistry can confirm this relation in the 

esophageal adenocarcinoma.  There was observed another trend of proportional reduction of 

staining in stages I, II and III (local and regional progression).  In the cases in stage IV 

(distant metastasis), it did not have this proportion, suggesting that other genetic processes 

can play a more important role in the process, as the involved in the cellular adhesivity and 

angiogenesis, for example.  Studies with more cases and including the analysis of other 

genes can evidence the relation between the involved staging and genetic processes. 

Papadimitrakopoulou et al.(26), studied the p16 expression in premalignant lesions 

of the superior aerodigestive tract, submitted to the chemoprophylaxis with no significant 

correlation of the loss of the expression with the histologic progression for cancer.  However, 

publications had not been found evaluating the response in the Barrett´s esophagus, when 

treated.  Studies including treated cases of BE can clarify if p16 in these treated cases holds 

the protein expression, including the diverse degrees of response.  In the esophageal 

adenocarcinoma, there are few studies that had evaluated p16 showing a high prevalence of 

alterations in this gene (41% of genetic alterations)(38) and a significant loss of the p16 

protein expression (loss of the expression in 86%)(23).  Our study found loss of the p16 

immunohistochemical expression in 67,6% of the cases and a weak expression in 8,1%.  But 

24.3% of the cases showed moderate to strong expression.   
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Conclusion:  The results of the present study had demonstrated a low prevalence 

(32,4%) of the p16 protein immunohistochemical expression in the analyzed cases, 

indicating an important role of the gene p16 in the process of carcinogenesis of the 

esophageal adenocarcinoma. 
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