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IM,UNOEXPRESSAO DE KI-67 NO ADENOCARCINOMA
GASTRICO

RESUMO

Introdug&o: O cancer géstrico € um dos tumores malignos mais comuns e a segunda
causa de morte associada ao cancer no mundo. Objetivo: Avaliar a imunoexpresséo de Ki-
67 em adenocarcinomas gastricos. Metodologia: Arranjo tecidual de matriz foi construido a
partir de blocos parafinados utilizando amostras teciduais de adenocarcinoma géstrico e
mucosa gastrica adjacente ndo tumoral de 87 pacientes. Imuno-histoquimica foi utilizada
para avaliar a expressdo de Ki-67. Estes resultados foram correlacionados com os
pardmetros clinicos e histolégicos dos pacientes. Resultados: Foi observada uma maior
frequéncia de carcinomas gastricos em homens com idade superior a 51 anos de idade, e
linfonodos comprometidos por células tumorais em 72.4% dos casos. O carcinoma
gastrico do tipo intestinal foi mais frequente em homens, com localizagdo no antro. Foi
verificada uma associag&o entre a expressédo de Ki-67 com tumores menores que 3 cm
(p=0.048). Conclus&o: Foi observada uma maior frequéncia de carcinomas gastricos do
tipo intestinal com localizagdo no antro em homens, maior nimero de linfonodos
comprometidos por células tumorais e associagdo entre a expressdo de Ki-67 com o
menor tamanho do tumor, indicando seu potencial agressivo.

Palavras-Chave: Cancer; Apoptose; Imuno-Histoquimica; Adenocarcinoma Gastrico.

IMMUNOEXPRESSION OF K167 IN GASTRIC ADENOCARCINOMA

ABSTRACT

Gastric cancer is one of the most common malignant tumors and the second leading cause
of cancer-related deaths in world. Objective: To analyze the immunoexpression of Ki-67 in
gastric adenocarcinoma. Methods: A tissue microarray paraffin block was constructed
using gastric adenocarcinoma tissue and adjacent normal adjacent mucosa from 87.
Immunohistochemistry was used to evaluate the levels of Ki-67. Theses results are
associated with clinical and histological parameters. Results: An increase frequency of
gastric cancer in men over the age of 51 years old, and lymph nodes compromised by
tumor cells in 72.4% of cases was observed. Gastric carcinoma of intestinal type was more
common in men, localize in antrum. Association was found between the expression of Ki-
67 with tumors smaller than 3 cm (p = 0.048). Conclusion: We observe a higher frequency
of intestinal type gastric carcinomas with localization in the antrum in men, higher number
of lymph nodes compromised by tumor cells and association with Ki-67 and smaller tumor
size, indicating its malignant potential.
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INTRODUCAO

O carcinoma gastrico € a segunda maior causa de obitos relacionados ao cancer no mundo, com
prevaléncia na Asia, leste Europeu e América Latina '2, onde a sobrevida em 5 anos é de 30% nos paises
desenvolvidos e de 20% nos paises em desenvolvimento 2.

O carcinoma gastrico pode ser classificado em adenocarcinoma do tipo intestinal e do tipo difuso. O
adenocarcinoma do tipo intestinal é acompanhado de formagdo papilar ou componente solido 4 e o do tipo difuso é
constituido por células em anel de sinete °.

Um das formas de se avaliar a proliferacdo celular é através da expresséo de Ki-67, um fator de mau
prognostico em tumores malignos 6. O antigeno Ki-67 é uma proteina nuclear utilizada como marcador da proliferagéo
celular, presente em células que estdo em divisdo celular (fases G1, S, G2 e M do ciclo celular), mas ausente em
células em repouso (GO0) 7.

Tumores que apresentam menos de 10% de células positivas tm um baixo indice proliferativo; entre 10 e
25%, um moderado indice proliferativo; e mais de 25% de células positivas, um alto indice proliferativo 8. Em contraste
com muitas outras proteinas associadas ao ciclo celular o antigeno Ki-67 esta ausente em células quiescentes e néo é
detectavel durante processos de reparo de DNA 9.

Avaliamos por imuno-histoquimica a expressé@o de Ki-67 em tecidos de adenocarcinoma gastrico em
arranjo tecidual em matriz. Estes parametros foram correlacionados com as variaveis clinicas e morfoldgicas do tumor e
dos pacientes.

METODOLOGIA
Pacientes

Foram preparadas |&minas de arranjo tecidual em matriz (ATM) a partir de 87 amostras teciduais em
blocos de parafina obtidos do Departamento de Patologia da UNIFESP/EPM de pacientes com diagndstico de
adenocarcinoma gastrico atendidos no ambulatério de Gastro-Oncologia, da Disciplina de Gastroenterologia da
UNIFESP/EPM, no periodo de janeiro/2000 a maio/2005. Como controle foram avaliadas 87 amostras de mucosas
gastricas morfologicamente normais, provenientes da margem adjacente dos adenocarcinomas dos mesmos pacientes.
Os dados clinicos, linfonodos comprometidos, margem cirdrgica, tipo de cirurgia, tamanho do tumor, localizagéo do
tumor, classificagdo do tumor e data do 6bito foram obtidos a partir da consulta dos prontuarios médicos. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP-EPM.

Construgao do Arranjo Tecidual em Matriz (ATM)

Blocos com material embebido em parafina foram cortados e corados por hematoxilina e eosina (H/E)
para a sele¢do da area representativa do tumor. Os blocos foram puncionados e removidos fragmentos com 1.0 mm de
di@metro para a confecgéo de dois blocos receptores. No primeiro foram incluidos 49 cilindros (adenocarcinoma gastrico
+ mucosa normal) e no segundo bloco foram incluidos 38 cilindros (adenocarcinoma gastrico + mucosa normal). Os
blocos foram colocados na estufa a 35°C por 15 minutos para permitir a aderéncia entre a parafina do bloco e os
cilindros. Ap6s a aderéncia os blocos receptores foram retirados da estufa e cortados com espessura de 4 micrométros.
Para manter a aderéncia, a 1amina foi submetida a luz ultravioleta por 15 minutos, depois colocadas em solugdo
solvente TPC por 15 minutos e as ldminas estocadas em freezer.

Imuno-histoquimica

Para a imuno-hitoquimica foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase. O anticorpo primério
especifico se liga ao antigeno no tecido tumoral, e o anticorpo conjugado a biotina liga-se especificamente ao anticorpo
primario. O complexo peroxidase conjugado a biotina associada a estreptavidina é ligado pelo agente cromogénico que
leva a formagdo de um precipitado marrom na regido correspondente ao antigeno. Foi utilizado o anticorpo primario
anti-Ki-67 (anticorpo anti-Ki-67, diluicdo 1:100, Dako) (Figura 1). A positividade da reagéo foi considerada na presenga
de cor marrom-acastanhada na area nuclear para Ki-67 através do numero total de células coradas positivas por 200
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as analisadas, sendo considerado positivo quando presentes no minimo 10%
utilizados como controle positivo l&minas contendo cortes histoldgicos de adenocarcinomas de colon ¢
nuclear para Ki-67. Como controle negativo foi omitindo o anticorpo primario, substituido por solugéo salina tamponada
(PBS).

Figura 1. Imuno-histoquimica.

Fotomicrografia de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (A) e do tipo difuso (B) corado pela hematoxilina-eosina
(H/E). Imuno-histoquimica de Ki-67 em adenocarcinoma gastrico (C); Ki-67 em mucosa gastrica ndo tumoral (D). Aumento
de 400x.

Analise estatistica

As comparagdes entre o tecido tumoral e mucosa géstrica ndo tumoral, nimero de células positivas e
negativas para as variaveis quantitativas foram realizadas pelo teste T-Student. A associa¢do entre os achados imuno-
histoquimicos para Ki-67 no tecido tumoral e de mucosa gastrica ndo tumoral foi avaliada pela correlagéo de Pearson.
Os achados imuno-histoquimicos foram associados as variaveis clinicas dos pacientes e morfolégicas do tumor pela
Andlise de Variancia (ANOVA). A curva de sobrevida e os achados imuno-histoquimicos foram calculados pelo método
de Kaplan-Meier. As diferengas foram consideradas positivas quando p<0.05.

RESULTADOS

Verificamos que as amostras teciduais de adenocarcinoma gastrico foram provenientes de 51 pacientes
do sexo masculino e 36 do sexo feminino. Em 78.1% dos pacientes a idade de diagndstico foi superior a 50 anos.
Margem cirGrgica comprometida por células tumorais foi encontrada em 10.3% das amostras, e linfonodos infiltrados
por células tumorais em 72.4% dos casos.

Em relag&o ao tipo histologico, o adenocarcinoma do tipo intestinal foi mais freqliente entre os homens
com idade entre 50 e 69 anos, € o tipo difuso em mulheres entre 40 e 49 anos. Adenocarcinoma do tipo intestinal foi
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observado em 67.8% dos casos, e deles apresentaram localizag&o na regido do antro. Houve predominio de tumores
com tamanho maior que 3 centimetros em 75.9% dos casos (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis morfolégicas do adenocarcinoma gastrico e tempo de seguimento dos pacientes.

Parametros Morfolégicos n (%)

Intestinal 59 (67.8%)
Adenocarcinoma gastrico
Difuso 28 (32.2%)
Cérdia 29 (33.3%)
Localizagédo Antro 38 (43.7%)
Corpo 20 (23%)
<3cm 21 (24.1%)
Tamanho

>3 cm 66 (75.9%)

Tempo de Seguimento n (%)
0,1 -6 meses 21 (26.9%)
6,1 - 12 meses 10 (12.8 %)
12,1 - 24 meses 22 (28.2%)
24,1 - 48 meses 12 (15.4%)
> 48 meses 13 (16.7%)

n=numero de casos.

A Tabela 2 apresenta a marcagdo imuno-histoquimica para Ki-67 nas amostras teciduais de
adenocarcinoma gastrico. Foi verificado que 72.4% das amostras foram positivas para Ki-67.

Tabela 2. Frequéncia de expressdo de Ki-67 em amostras teciduais de adenocarcinoma gastrico e mucosa gastrica nao
tumoral.

n Negativo n (%) Positivo n (%)

Adenocarcinoma gastrico

Ki-67 87 24 (27.6%) 63 (72.4%)

A Tabela 3 apresenta a expressao de Ki-67 nas amostras teciduais de adenocarcinoma gastrico e de
mucosa gastrica ndo tumoral associada aos dados clinicos dos pacientes e morfologicos dos tumores. Tumores com
tamanho menor que 3 cm apresentaram maiores contagens de células Ki-67 positivas.
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Tabela 3. Expressao de Ki-67 em amostras teciduais de adenocarcinomas gastrico associada aos dados clinicos dos
pacientes e morfolégicos do tumor.

Média (dp) n p
Sexo
Masculino 73.0 (57.64) 51 0.155
Feminino 52.3 (42.39) 36
Estagio clinico
I 75.0 (61.08) 13
I 63.8 (47.76) 15 0.787
1] 60.7 (51.46) 58
\'} 1
Adenocarcinoma
Difuso 55.6 (57.76) 28 0.368
Intestinal 68.7 (49.96) 59
Localizagao
Cardia 62.5 (50.05) 29
Antro 62.6 (51.88) 38 0.526
Corpo 70.9 (59.51) 20
Tamanho do Tumor
>3 cm 59.0 (47.11) 21
<3cm 81.7 (65.41) 66 0.048*
Cirurgia
Total 68.2 (56.01) 40 0.483
Parcial 61.3 (49.95) 47
Margem Cirdrgica
Livre 65.0 (53.64) 78 0.887
Comprometida 59.6 (45.11) 9
Linfonodos
Livre 63.2 (53.77) 63 0.969
Comprometidos 67.7 (50.42) 24

A figura 2 apresenta a curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos pacientes com adenocarcinoma gastrico,
onde n&o foi verificada nenhuma associagéo entre a sobrevida dos pacientes e a expresséo de Ki-67.
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Figura 2. Sobrevida de pacientes com adenocarcinoma gastrico em relagao a marcagao imuno-histoquimica para Ki-67.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi observada uma maior frequéncia de carcinomas gastricos em homens com idade
superior a 51 anos de idade e linfonodos comprometidos por células tumorais em 72.4% dos casos. O adenocarcinoma
gastrico do tipo intestinal foi mais comum em homens, localizados principalmente no antro, sendo verificada uma
associagao entre a expressao de Ki-67 com o tamanho do tumor.

As laminas de ATM de adenocarcinoma gastrico foram mais comuns em pacientes do sexo masculino,
com idade média de acometimento de 62 anos, idade correspondente ao descrito pela literatura *. Foi verificado que
46% dos pacientes foram submetidos a gastrectomia total, 54% a gastrectomia parcial e 90% apresentaram margem
livre de células tumorais. Setenta e cinco por cento (75%) dos pacientes apresentaram linfonodos comprometidos, valor
reportado em pacientes com linfonodos comprometidos por células tumorais e que sofreram gastrectomia total *©.

Oitenta e cinco por cento (85%) apresentaram estagio clinico avangado, e no final do estudo trés quartos
dos pacientes morreu pela evolugdo da doenca. A presenca de metastase linfonodal diminui significativamente a
sobrevida apds 5 anos de acompanhamento .

Verificamos em nosso estudo um predominio de adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal. Uma maior
frequéncia de carcinomas gastricos do tipo intestinal em homens é reportado em estudos realizados no Brasil 121314,
Espanha 5, Chile "6, EUA 7, Japao, Hong Kong e Cingapura 8, Reino Unido, Franga e Coréia .

Um das formas de se avaliar a proliferagdo celular por imuno-histoquimica é através da expresséo de Ki-
67, um fator de mau prognéstico para tumores malignos 2. Em nosso estudo, Ki-67 foi expressa em 72.4% dos casos
de adenocarcinoma gastrico, e tumores menores que 3 centimetros apresentaram um maior nimero de células Ki-67
positivas. Em relagéo a curva Kaplan-Meier, a expressdo aumentada de Ki-67 nao esteve associada com menor tempo
de sobrevida.

A literatura nao reporta uma associagao entre 0 tamanho tumoral e express&o de Ki-67, como descrito em
nosso estudo, mas apenas sua associagdo com outros marcadores tumorais como p53 222, O aumento da expressao
de Ki-67 esta correlacionado com o grau de diferenciagdo tumoral 2, estagio clinico 2, comprometimento linfonodal % e
metastase a distancia 2 e, isoladamente é considerado um mau fator prognéstico 2. O aumento da expressao de Ki-67
pode ser considerado um potencial indicador de heterogeneidade intratumoral em carcinomas gastricos 2, ou para o
tratamento adjuvante com imatinib mesilato 2.
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CONCLUSAO

Foi observada uma maior frequéncia de carcinomas gastricos do tipo intestinal na regido do antro em
homens, maior nimero de linfonodos comprometidos por células tumorais e uma associagao entre a expressao de Ki-
67 com o menor tamanho do tumor, indicando seu potencial agressivo.
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