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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a expressao imunohistoquimica de p53 e ki-67 na carcinogénese esofdgica induzida quimicamente através do uso
de dietilnitrosamina, em um grupo de 100 camundongos fémeas. Métodos: O estudo experimental foi realizado com quatro grupos
de animais, onde os grupos | e Il foram considerados controles, sendo diferenciados por gavagem esofagica, uma vez semana, com
4gua fria (temperatura ambiente) ou quente (60°-70°C). E os grupos Ill e IV foram considerados estudos, os quais receberam
dietilnitrosamina por trés dias consecutivos semanalmente, também sendo diferenciados por gavagem, uma vez por semana, com
4gua fria ou quente. O estudo apresentou datas progressivas de sacrificios com coleta de pecas esofdgicas, que iniciava aos 30 dias
de experimento e terminava aos 150 dias. Demonstrou-se que ndo houve diferenca na incidéncia tumoral quando foi acrescida a
varidvel temperatura da agua; provavelmente devido ao episédio Gnico semanal que era adicionado ao animal em experimentacao.
Resultados: A anélise imunohistoquimica do p53 néo evidenciou diferenca estatistica durante a evolucao da carcinogénese até 150
dias, porém quando analisado a relacdo com alteracoes patoldgicas demonstra-se que apresenta significancia em relacdo a
patologia baixo grau de displasia, alto grau e carcinoma. Conclusdo: A analise imunohistoquimica do ki-67 demonstrou diferenca
estatistica durante a evolucdo da carcinogénese a partir do dia 120 de experimento e quando analisada a relagdo com alteragoes
patoldgicas demonstrou-se que apresenta significancia também em relagdo a lesao intraepitelial de alto grau e carcinoma.

Descritores: Marcadores tumorais bioldgicos. Esdfago. Dietilnitrosamina. Carcinoma de células escamosas. Transcricdo genética.

INTRODUCAO

C arcinoma epidermoide e adenocarcinoma, sao respon-

saveis por 95% dos tumores esofagicos primarios'. O
carcinoma epidermoide do eséfago é neoplasia com alta
taxa de mortalidade e distribuicdo geografica peculiar. A
etiologia dele esta comprovadamente ligada ao uso do ta-
baco e do alcool, em areas ndo endémicas. Outros fatores
etiologicos tém sido implicados e estudados: chas em tem-
peraturas elevadas, ervas com carcindgenos e principalmen-
te compostos N-nitrosos'.

P53, um dos gens responsaveis pelo ciclo cellular,
tem papel fundamental nas neoplasias humanas. Principal
regulador negativo do ciclo celular, estando envolvido na
divisao, diferenciacdo celular e apoptose. Com o dano a
algum segmento de DNA, ha aumento dos niveis de prote-
ina codificada por este gene, o que causa parada deste
ciclo e permite que o DNA seja reparado, ou que seja pro-
gramada a apoptose*. A inativacdo da proteina p53 por
mutagao, perda, seqlestracao ou ligacdo a outras protei-
nas como proteinas virais, pode levar ao aumento da proli-

feracdo, a instabilidade gendmica e a perda de importan-
tes mecanismos de controle do ciclo celular®.

O Ki-67 é um antigeno nuclear associado com a
proliferacao celular, encontrado em todo o ciclo celular
(fases G1, S, G2, M) e ausente em GO. Através da anédlise
imunohistoquimica, tem-se buscado correlacionar sua ex-
pressao com o comportamento tumoral. O uso do Ki-67
estd restrito ao tecido a fresco, pois o epitopo nao sobre-
vive a fixacdo histoldgica de rotina em formaldeido. MIB-
1 é um verdadeiro anti-Ki-67 equivalente, que pode ser
empregado em tecidos fixados em fOormalina e em teci-
dos rotineiramente processados com recuperagao
antigénica através de microondas. Uma das técnicas
imunohistoquimicas na avaliacdo da proliferacdo celular
¢ a deteccdo do Ki-67°7,

Dietilnitrosamina (DEN) é um carcindgeno qui-
mico que induz tumores em muitas espécimes animais, par-
ticularmente no sistema respiratorio, digestivo alto, figado
e rinsé.

Este trabalho investigou a evolugao de carcino-
mas epidermaides de esdfago induzidos por dietilnitrosamina
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em camundongos, durante um periodo de 150 dias. A ava-
liagdo patologica foi complementada com analise
imunohistoquimica do P53 e Ki-67.

METODOS

Este trabalho foi submetido a andlise da Co-
missao Cientifica e da Comissao de Pesquisa e Etica
em Saude, que é reconhecida pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS, como o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Ale-
gre e pelo Oftice For Human Research Protections
(OHRP)/USDHHS, como o Institucional Review Board
(IRBOO00921), sendo aprovado na data de 13 de outu-
bro de 2003, recebendo o nimero de protocolo: 03-
345.

Nesse trabalho foram utilizados camundongos
(Mus musculus, cepa CF1), num total de 100 fémeas, com
60 dias de vida e peso médio inicial de 30 gramas, prove-
nientes do biotério da Fundacado Estadual de Producao e
Pesquisa em Saude. Os animais foram mantidos na Uni-
dade de Experimentacao Animal, do Centro de Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em condicées
estaveis de umidade, temperatura (19 ° - 21°C), fluxo
continuo de ar e ciclo de 12 horas de claro e escuro (luz
9:00h - 21:00h). Todos os animais foram adaptados a es-
tas condicbes, sete dias antes de entrarem em experi-
mento nesta mesma unidade. Mantidos em gaiolas plas-
ticas, dez por recipiente, com grade metalica servindo de
tampa, e fundo forrado com serragem. Estas eram
higienizadas conforme rotina da Unidade de Experimen-
tacdo Animal.

Tratamento

A partir do primeiro dia de experimento, foi acres-
cido o carcindgeno DEN (diethylnitrosamine), na concen-
tracdo 0,04mg/1000ml, na agua dos animais do Grupo Es-
tudo, e oferecida semanalmente, por trés dias consecuti-
vos (tercas, quartas e quintas-feiras), para inducédo de tu-
mores, conforme modelo®'?, mantendo-se alimentacao
padrao.

Desenho do Experimento

Os animais foram distribuidos em quatro grupos:

-Grupo | e Il (10 animais/grupo) receberam &gua
ad libitum, como Unica fonte hidrica, durante todo o expe-
rimento, renovada as segundas, quartas e sextas-feiras; e
gavagem esofagica, uma vez por semana, com 4gua fria
(temperatura ambiente) ou quente (60 - 70°C), respectiva-
mente.

-Grupo lll e IV (40 animais/grupo) receberam agua
ad libitum, como fonte hidrica, de sextas a tercas-feiras;
nas tercas-feiras, a d4gua era substituida por uma solucao
de DEN, que permanecia por 72 horas (tercas, quartas e
quintas-feiras); e gavagem, uma vez por semana, com agua
fria (temperatura ambiente) ou quente (60 - 70°C), respec-
tivamente.

Os animais foram sacrificados em diferentes peri-
odos. No grupo controle (| e ll), sacrificio de metade da amostra
no dia 30 de experimento, e restantes da amostra, no dia
150. No grupo experimento (Il e IV), sacrificio de cinco ani-
mais de cada amostra no dia 30, 60, 90,120 de experimen-
to, e 0s 20 animais restantes dos grupos, no dia 150.

Preparacdo das Amostras

Cada animal do grupo foi sacrificado em cama-
ra de CO,. O es6fago foi dissecado através de incisao me-
diana xifopubica toracoabdominal, e o lumen aberto lon-
gitudinalmente expondo a mucosa. O material destinado
a patologia era mantido estendido sobre a cortica e acon-
dicionado em potes plasticos, devidamente identificados
pelo grupo, com formol a 10%. As pecas esofagicas dos
20 animais do grupo estudo (Grupo lll e IV), sacrificados
aos 150 dias de experimento, foram submetidos ao exa-
me de contagem tumoral (lesées maiores ou iguais a 1
mm) e, depois, sorteadas cinco das pecas esofagicas des-
tes animais, as quais foram enviadas para estudo
histopatolégico.

Andlise Histopatolégica

Os espécimes esofagicos foram enrolados sobre
si mesmos, processados e embebidos em parafina. Lami-
nas foram preparadas e coradas com hematoxilina e
eosina. Segmentos histoldgicos foram analizados por
microscopia 6tica para identificacdo de ateracdes
anatomopatoldgicas, classificadas conforme estudos pré-
vios 210,

Avaliacdo Imunohistoquimica

As amostras com cortes com espessura de 5y
foram submetidos a rotina de imunohistoquimica. Utili-
zado anticorpo primario monoclonal de camundongo da
marca DAKO Corporation antiproteina p53 (Clone
Pab240) e um anticorpo monoclonal primario de camun-
dongo antiproteina ki-67 (Clone MIB-5). Os anticorpos
primarios foram incubados por 12 horas, a 4°C, nas di-
luicbes de 1:50 para Ki-67 e 1:50 para p53, seguidos da
aplicacdo do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB, Dako) e revelacdo com diaminobenzidina
tetraidroclorido (Kit DAB, Dako). As reacdes tiveram como
controles positivos, carcinoma de célon para p53 e
linfonodo para Ki-67, sendo o controle negativo realiza-
do sem a utilizacdo do anticorpo primario. Para p53 e ki-
67 foram considerados como positivos, na analise
imunohistoquimica (Figura 1), as laminas que apresenta-
ram mais de 10% de nucleos celulares intensamente
corados, por campo microscopico de 400 aumentos. As
laminas foram examinadas por dois patologistas do Ser-
vico do Hopsital de Clinicas de Porto Alegre, com expe-
riéncia na analise de amostras animal.

Andlise Estatistica

Os dados coletados foram processados e analisa-
dos com o auxilio dos programas Epi Info V6.04 e Statistica.
Os grupos foram comparados pelo uso do teste ANOVA,
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Figura 1 -

com localizacdo de diferencas significativas pelo teste de
TUKEY, Teste t para diferenca entre proporcoes e teste
quiquadrado de PEARSON. O nivel de significancia dos tes-
tes foi estabelecido para um valor p<0,05.

RESULTADOS

Foram registrados trés obitos, sendo todos do
Grupo IV, dois 6bitos com 45 dias de experimento, prova-
velmente relacionados com aspiracdo pulmonar e um 6bi-
to ao final do experimento por debilidade fisica.

Nao foi evidenciado, presenca a necropsia, de
tumoracdes em outras localizacbes de facil identificacao
macroscopica.

N&o foram detectadas alteracbes patologicas nos
Grupos | e I, cujos esdfagos serviram de padrdo de norma-
lidade.

N&o houve diferenca relevante nas caracteris-
ticas macroscopica dos tumores nos grupos estudo e, em-
bora nao tenham sido objeto especial de atencgdo, varia-
¢bes na forma e dimensdes dos tumores foram comuns
aos Grupos lll e IV, assim como multiplicidade. O name-
ro de tumores, no dia 150, foi maior no Grupo IV, com
13 tumores em 17 pecas esofagicas; sequido do Grupo
lIl, com 14 tumores em 20 pecas esofédgicas. Estes acha-
dos nao alcancaram diferenca estatistica (p=0,6854). Nao
havendo, por este resultado diferenca entre os grupos
gue receberam DEN com variagao entre gavagem agua
guente ou fria. Similarmente, ndo houve diferenca rela-
cionada a precocidade de aparecimento ou gravidade
das lesdes observadas nos grupos lll e IV. As alterages
observadas nas amostras experimentais, sdo apresenta-
das na Figura 2.

A figura 3 demonstra, respectivamente, os resul-
tados da andlise imunohistoquimica do p53, considerado
positivo e aumentando com o tempo (90, 120 and 150
dias), e do Ki-67, também positivo e tempo-dependente.

Expressdo imunohistoquimica de P53(a) e Ki-67(b) positivas (200x).

Achados Anatomopatolégicos - DEN Geral

100% E
75%
50%
25%
0% — - |
30 60 90 150
Dias de Experimento
Normal D Esofagite & Baixo grau [JAlto Grau MCarcinoma
Figura 2 - Achados histolégicos durante o experimento nos ani-

mais que receberam DEN independente do tipo de
gavagem.

A evolucdo da expressdo imunohistoquimica de
p53 e ki-67(Figuras 4 e 5), em percentagem, durante a
carcinogénese, sendo utilizado o teste de analise de
variancia post-hoc (Teste Tukey). Ficou demonstrada
diferenca estatistica somente para a expressao
imunohistoquimica de Ki-67, quando analisado o grupo
estudo como uma amostra Unica (p=0,01880), a partir do
dia 120 de experimento.

Os achados de expressao imunohistoquimica de
p53 e Ki-67 foram comparados (Teste quiguadrado de
Pearson) com a variabilidade de achados patologicos de
toda a amostra (Tabela 1), havendo significancia quanto a
expressao negativa em relacdo aos achados de epitélio
normal e expressao positiva para lesao intraepitelial de alto
grau e carcinoma.

Quando comparado o achado ao epitélio normal
apenas, e nao toda a amostra, alcancou significancia além
das anteriores descritas, a lesao epitelial de baixo grau.
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Achados p53 - Grupo Estudo (lll e IV)

Achados Ki-67 - Grupo Estudo (lll e IV)

100% — E— 100%
ZaN =
7 7
75% 4 75%
50% 50%
25% 25%
0% 0%
30 60 90 120 150 080, 120 150
ias de Experimento
Negativo riPositivo Negativo EPositivo
Figura 3 —  Expressdo imunohistoquimica do P53(a) e Ki-67(b) durante o experimento, em animais tratados com DEN e gavagem com dgua
quente ou fria (groups Il and IV).
Grafico Tempo/p53/DEN DISC USSAO
Efeito: F(4, 40)=2,0135, p=,11099
Barras verticais representam IC 95% Optou-se pelo emprego de fémeas, neste traba-
0.10 lho, por ser conhecida a questao da morte de animais en-
0,08 volvidos em conflitos para estabelecimento territorial, ati-
008 tude quase exclusiva dos machos®.
A concentracdo de DEN foi a preconizada em
004 outros modelos experimentais, tendo em vista dimi-
0,02 nuir a hepatotoxicidade ', A administracdo na dgua
2 000 de beber tem dupla vantagem: da eficiéncia e da mi-
§_002 nima nece§S|dad§ d(? manipulacdo dos animais, em-
’ bora permita variacdes de consumo. A alimentacao
-0,04 empregada foi semelhante aquela usada em diversos
0,06 experimentos e nao deve ter influido no processo de
%0 60 %© 120 150 carcinogénese.
i 4 B o d femeo. e toauimics de 053 O periodo para anéalise dos resultados
‘gura ngiffi’gggézes‘ie{fgfgfj;ggg: r’;cgggr’gqn’faDEZp(m_ foram determinados em concordancia com estudos pré-
dependente da gavagem). vios de carcinogénese esofdgica induzidos por
dietilnitrosamina®'". Desta forma, o experimento acom-
panhou a cronologia da histogénese do carcinoma
Efeni:riféﬂg;:gzzg/ig1aso escamoso esofagico e propiciou acompanhar as expres-
aras vt rpresentam 6 55% soes |munoh|stoqufm|cas do p53 e K|-67. Klruel9 d(_emons-
02 trou, em seu experimento, o primeiro carcinoma invasor
010 no tempo 120,. dois Qutros no tempo 150 e outros 26 no
’ tempo 180, evidenciando uma clara eclosdo de tumores
0.08 invasores a partir do tempo 150.
006 Nossos resultados somam-se aos estudos experi-
mentais desta linha de pesquisa de carcinogénese esofagica.
5 oo O processo carcinogénico foi caracterizado com a evolucdo
& o002 das lesbes, culminando com aparecimento de carcinomas
0.00 no tempo 120 e 150, com gavagem de agua quente. Nao
sendo objeto principal desta dissertacdo o nimero de tu-
0o mores, justificando o niumero pequeno de animais por sa-
-0,04 - - " s - crificio, pois a metodologia ja esta difundida na literatura
Tompo médica, o modelo experimental torna-se Util para, agora
Figura 5 - Aparecimento da expressao imunohistoquimica de Ki- sim, 0 estudo da €arcinOgese..

67 na carcinogénese nos grupos que receberam DEN
(independente da gavagem).

Wang'#'* demonstrou, que existe acimulo da pro-
tefna p53 com o aumento das freqliéncias da proliferacao
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Tabela 1 — Alteracbes microscépicas e expressao imunohistoquimica do P53 e Ki-67. (L.I., lesdo intraepithelial).
Marcador % (positivo/nimero total de espécimes)

Normal Esofagite L.l. Baixo Grau L.l.Alto Grau Carcinoma
p53 0%(0/29) 0%(0/8) 33% (2/6)? 40%(2/5)° 100%(2/2)
Ki-67 3%(1/29) 0%(0/8) 33% (2/6) 60%(3/5)¢ 100%(2/2)¢

#Teste Quiquadrado de Pearson, p=0.025 entre epitélio normal e L. I. de baixo grau
bTeste Quiquadrado de Pearson, p=0.017 entre epitélio normal e L. I. de alto grau
Teste Quiquadrado de Pearson, p=0.002 entre epitélio normal e carcinoma

dTeste Quiquadrado de Pearson, p=0.05 entre epitélio normal e L. I. de alto grau

¢Teste Quiquadrado de Pearson, p=0,006 entre epitélio normal e carcinoma

celular em hiperplasia, displasia, carcinoma in situ e carci-
noma escamocelular. Estudou espécimes de resseccao
esofégica, realizando bidpsias de 1 cm? na zona tumoral,
na mucosa da margem da lesao na extremidade distal da
peca cirurgica'. Realizou estudo imunohistoquimico das
lesbes em relacdo ao p53. Demonstrou prevaléncia de 0%
em epitélio normal, 78% de p53 positivo para hiperplasia,
92% para displasia e entre 80-82% para o carcinoma in
situ e invasor epidermoide.

Embora o gene p53 esteja freqientemente
mutado em muitos tipos de cancer, o momento (tem-
po) da ocorréncia desta mutacao durante progressao
para o cancer é extremamente variavel de um tumor
para outro. E demonstrado no cancer colo-retal que
mutacdes no p53 ocorreram na transicdo entre
adenoma tardio e carcinoma in situ, logo em fases
tardias da carcinogénese. Similares achados sdo des-
critos para cancer de prostata e mama. Em contraste,
mutacdes no p53 precocemente sao detectadas em
outros varios tumores''%, como cancer de pulmdao, de
pele nao melanoma e esofagicos''’. Nestes, sao fre-
guentemente detectadas em lesdes hiperplasicas e
displasicas, bem como em aparente tecido normal ao
redor do tumor?s,

Nao foi evidenciado, durante a avaliacdo do
material da dissertacdo, imunoexpressao em areas que
nao eram de interesse e muito menos nos casos de epitélio
normal, quando avaliava-se o marcador p53, contrarian-
do, parcialmente, os resultados de Oliver . Porém, o
aparecimento precoce, estatisticamente significativo, da
deteccdo da proteina ja em lesbes intraepiteilais de bai-
X0 grau, realcam a sua importancia precoce na
carcinogénese.

A imunohistoquimica ndo define a existéncia de
mutacoes genéticas, mas existem dados que sugerem a
relacdo entre o prolongamento da estabilidade da protei-
na p53 e, conseqientemente, a sua expressao
imunohistoquimica, com mutagbes ocorrendo no epitélio
esofdgico, principalmente as mutacbées do tipo
missense'®.

E possivel que o acimulo da proteina p53 em
células tumorais possa, em alguns casos, indicar a existén-
cia de um defeito regulatério na sequéncia codificadora
protéica do gene, ao invés de uma mutagao. Diversos in-
vestigadores observaram discrepancias entre a expressao

da proteina p53 e a presenca de mutacoes e, além, pode
ocorrer a mutacdo no gene p53, sem aumento na expres-
sdo da proteina?'?2.

Foi demonstrado que a porcentagem de células
positivas a imunohistoquimica para Ki-67, nos casos de car-
cinoma epiderméide de esofago, correlacionou-se com o
grau de diferenciacdo encontrada & histologia?® e este acha-
do correlacionou-se com a presenca de metastases a dis-
tancia e sobrevida. Estes achados podem ser transponiveis
ao p53.

Diferente de estudos prévios ?#2°, a administra-
cao de dgua quente (temperatura entre 60-70°C), tanto
nos animais do grupo controle (Il), como, principalmente,
nos animais no grupo estudo (IV), ndo apresentou varia-
cao estatistica aos resultados de seus grupos pares (Grupo
l e lll, respectivamente). Estes achados contrariam os acha-
dos, nesses trabalhos, como em outros: que a acao térmi-
ca promoveria o aparecimento precoce e comportamento
mais agressivo das lesdes expansivas neoplasicas
esofagicas. Talvez este achado possa ser justificado pelo
“n" de cada amostra ser pequeno, proporcionalmente a
divisao entre os grupos, ou ainda pela administracao uni-
ca apenas semanal, trazendo pouco efeito térmico
esofagico. Do mesmo modo, o composto nitroso utilizado
foi diferente ao que foi disponibilizado aos animais nesta
dissertacao.

Os achados de expressao imunohistoquimica,
durante a carcinogénese sob efeito de dietilnitrosamina,
revelam a progressao de resultados de captacao de prote-
fna p53 e marcado aumento da proliferacao celular, tradu-
zido pelo aumento do Ki-67. Apenas o Ki-67 apresentou
poder para demonstrar, a partir do dia 150 de experimen-
to, elevacao significativa, sugerindo que, entre os dias 120
e 150, houve o descontrole do ciclo celular, reproduzindo
grande atividade celular, podendo-se sugerir o inicio
mutagénico do processo.

Os achados dos marcadores de Ki-67 e p53 vao
ao encontro aos de Péra?. E demonstrado aparecimento
de Ki-67, desde o inicio do processo e sendo negativo para
p53. Com a evolucao do processo, concomitante ao apare-
cimento das primeiras displasias, o p53 torna-se
positivo e o Ki-67 aumenta sobremaneira a sua
imunoexpressao, chegando aos casos de carcinoma, onde
ambos sdo freqlentemente positivos. As expressoes
imunohistoquimicas, com relacdo aos achados patolégicos,

Rev. Col. Bras. Cir. 2010; 37(2): 128-134



Castro Junior

Expressao imunohistoquimica de P53 e Ki-67 na carcinogénese esofagica induzida pela dietilnitrosamina: modelo experimental

133

demonstram que ambos os marcadores apresentam variabili-
dade precoce em relagdo a estes. Foi evidenciado, ja nas
lesGes intraepiteliais, positividade clinica das pecas cirurgicas.

Conclue-se que a andlise imunohistoquimica do

P53 e Ki-67 apresentou relacdo com o aparecimento das

ABSTRACT

lesGes patoldgicas e tendéncia de aumento em relacdo a
variavel tempo.

Nao houve diferenca no efeito da tempera-

tura da dgua para gavagem em relacdo ao numero de
tumores em 150 dias de experimento.

Objective: To evaluate the expression of P53 and Ki-67 during esophageal diethylnitrosamine (DEN)-induced carcinogenesis in
100 mice by immunohistochemistry. Methods: The animals were assigned to 4 groups, receiving water and food ad libitum.
Control groups | and Il received weekly esophageal gavage with cold (room temperature) or hot (60-70°C) water, respectively.
Experimental groups Ill and IV were treated with DEN for 3 consecutive days during the week, and one weekly gavage as above.
The mice were sacrificed in different periods from day 30 to day 150 after the beginning of the experiment, for collection of
esophageal samples which were then submitted to microscopic and immunohistochemical analyses. The temperature of the
water administered by gavage was not related to the frequency of esophageal tumors. Results:The expression of Ki-67 was
significantly higher in high-grade intraepithelial lesion (I.L.), and the expression of P53 was also higher in low-grade I.L.
Conclusion:The results emphasize the direct relationship of the carcinogenic process with early cell alterations detected by

immunohistochemistry.

Key words: Tumor markers, biological. Esophagus. Diethylnitrosamine. Carcinoma, squamous cell. Transcription, genetic.
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