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RESUMO - Introdução: A proteína CDX2 é um fator de transcrição específico do intestino, que está presente 
no tecido gástrico apenas quando há uma metaplasia intestinal. A metaplasia intestinal é uma lesão precur-
sora do adenocarcinoma gástrico. O Ki67 é um biomarcador de proliferação celular. Objetivo: Verificar a 
presença da proteína CDX2 no adenocarcinoma gástrico. Comparar a expressão da CDX2 entre os diferentes 
graus de diferenciação e entre os níveis de proliferação celular. Método: A partir de 62 blocos histológicos 
contendo amostras de adenocarcinoma gástricos (4  bem diferenciados, 30 moderadamente diferenciados 
e 28 pouco diferenciados), foi feita a construção de blocos multiamostrais (TMA). Procedeu-se a marcação 
imunoistoquímica com os anticorpos escolhidos e realizou-se a leitura da área positiva imunocoradas. Resul-
tados:  31 amostras foram positivas para a CDX2 e 31 negativas, sem diferença significativa entres os graus 
de diferenciação (p = 0,576). 38 amostras foram classificadas como de baixo grau de proliferação celular e 
24 como de alto grau. Não houve diferença estatística de grau de proliferação celular entre os graus de dife-
renciação (p = 0,676). O grau de proliferação celular variou dependendo da expressão da CDX2 (p = 0,036). 
Conclusão: A expressão da proteína CDX2 esteve presente em 50% dos adenocarcinomas gástricos. Não hou-
ve diferença estatística da expressão do CDX2 entres os graus de diferenciação do adenocarcinoma gástrico. 
A proliferação celular variou dependendo da expressão da CDX2, havendo um maior nível de proliferação 
celular nas amostras que apresentaram expressão positiva para CDX2.
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E Ki67 NO ADENOCARCINOMA GÁSTRICO.

CDX2 AND Ki67 IMMUNOHISTOCHEMISTRY  
MARKING IN GASTRIC ADENOCARCINOMA.
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INTRODUÇÃO

O adenocarcinoma gástrico é uma das neopla-
sias que atinge o tecido gástrico. Este é o princi-
pal tipo de câncer que se desenvolve nesse órgão. 
O carcinoma gástrico tem apresentado uma queda 
gradual em sua incidência, fato explicado principal-
mente pela diminuição na incidência da infecção 
pela bactéria Helicobacter pylori(1). Apesar disso, 
ainda é a terceira causa de óbito relacionada com 
câncer em todo o mundo(2).

O adenocarcinoma gástrico apresenta uma 
classificação de Lauren e uma classificação segundo 
a OMS. A classificação de Lauren leva em conta a 
histologia do tumor, dividindo-o em tipos intesti-
nal, que apresenta uma estrutura glandular defini-
da, e difuso, que possui células ou emaranhados de 
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células distribuído pelo tecido gástrico(3). Já a clas-
sificação segundo a OMS considera características 
morfológicas do tumor, separando em tipos papilar, 
tubular, mucinoso e carcinoma em anel de sinete(4). 

A infecção crônica pelo H. pylori pode gerar 
metaplasia intestinal, que é uma alteração patológi-
ca frequentemente precursora do adenocarcinoma 
gástrico. A metaplasia intestinal é causada em parte 
pela indução da expressão da proteína caudal-ra-
lated homeobox 2 (CDX2), que é uma proteína fator 
de transcrição específica do tecido intestinal(5).

O mecanismo que gera a expressão do CDX2 
no estômago e a consequente diferenciação intesti-
nal ainda não está elucidado. Contudo, foi demons-
trado que a expressão do CDX2 em células gástri-
cas é suficiente para gerar uma extensa metaplasia 
intestinal da mucosa gástrica(6). A metaplasia intes-
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tinal, associada com gastrite crônica, tem sido referi-
da como a principal percursora do desenvolvimento 
do adenocarcinoma gástrico. Dessa forma, a proteína 
CDX2 tem um papel importante como um marcador 
sensível para predizer o desenvolvimento do adenocar-
cinoma(7). Porém, no adenocarcinoma intestinal a CDX2 
parece apresentar um papel protetivo(8). 

A Ki67 é um biomarcador de proliferação celular. 
É produzida no início do processo de proliferação ce-
lular e é expressa em todas as fases do ciclo celular, 
com exceção da fase G0. A correlação entre a Ki67 e o 
prognóstico do adenocarcinoma gástrico ainda é con-
traditória a literatura(9).

O objetivo do nosso estudo foi observar se existe 
uma correlação entre o nível de diferenciação tumoral 
do adenocarcinoma gástrico e a expressão tumoral das 
proteínas CDX2 e Ki67.

MATERIAIS E MÉTODOS

Para realizar a imunoistoquímica, foram utilizados 
blocos de parafina contendo amostras coletadas por 
meio de biópsias gástricas feitas durante gastrectomias 
por adenocarcinoma gástrico ou durante endoscopia 
digestiva alta em pacientes do Hospital Universitário 
Evangélico de Curitiba. Foram selecionadas amostras 
de todos os graus de diferenciação do adenocarcinoma 
gástrico tanto do tipo intestinal como do tipo difuso, 
segundo a classificação de Lauren.

Os critérios de inclusão foram anatomopatológicos 
de gastrectomias e de biopsias de endoscopia digesti-
va alta que apresentavam o diagnóstico de adenocarci-
noma gástrico. Foram excluídas da pesquisa amostras 
histopatológicas que possuíam áreas de necrose ou de 
hemorragia que impediram a realização da imunoisto-
química.

Cada amostra teve sua lâmina analisada e foi se-
lecionada uma região de área amostral para a confec-
ção de blocos teciduais multiamostrais ou TMAs (tissue 
microarrays). As áreas selecionadas foram extraídas 
do bloco-doador em cilindros e posteriormente foram 
incluídas em um novo bloco de parafina, permitindo 
que várias amostras estivessem presentes em uma mes-
ma lâmina. As amostras foram identificadas segundo 
as suas ordens de inclusão, conforme um mapa tipo 
cartesiano.

Foram selecionadas 73 amostras de biopsias de 
adenocarcinoma gástrico. Contudo, 11 foram excluídas 
por não possuir informações necessárias ou por aten-
derem aos critérios de exclusão, restando 62 amostras. 
Dessas amostras, 4 foram classificados pelo patologista 
quanto ao grau de diferenciação como adenocarcino-
ma gástrico bem diferenciado, 30 como moderadamen-
te diferenciado e 28 como pouco diferenciado,

As expressões da CDX2 e da Ki67 foram avaliadas 
pelo método de imunoistoquímica. As lâminas histo-
lógicas contendo as amostras de biópsias feitas pelo 
método TMA foram desparafinadas e reidratadas. Pri-

meiramente elas foram bloqueadas pela lavagem e 
incubação com bloqueador de peroxidase. Posterior-
mente foram incubadas com uma solução contendo 
o anticorpo anti-CDX2 ou o anti-Ki67. Após isso, as 
lâminas foram incubadas em uma solução com o an-
ticorpo secundário, que apresentou uma coloração ao 
reagir com um produtor ativador. Essas lâminas foram 
posteriormente analisadas e a expressão do CDX2 e 
do Ki67 foram comparadas entre os diversos níveis de 
diferenciação do adenocarcinoma gástrico.

A expressão da CDX2 foi classificada como positi-
va, quando havia coloração nuclear ou citoplasmática 
após a imunoistoquímica, ou como negativa, quando 
não havia nenhuma coloração pela imunoistoquímica 
no tecido tumoral. 

O grau proliferação celular foi dado pela expres-
são do Ki67. As amostras foram classificadas como de 
baixo grau de proliferação celular, quando a porcenta-
gem de células expressando o Ki67 foi menor que 10%, 
ou como de alto grau de proliferação celular, quando a 
porcentagem foi maior ou igual à 10%. 

Os dados obtidos pela análise da imunoistoquí-
mica foram organizados e planilhados com a ajuda do 
programa Excel (Microsoft - Office). Foi utilizado o sof-
tware Minitab 18 para auxiliar na análise estatística. O 
teste qui-quadrado foi utilizado para verificar a exis-
tência de significância estatística na comparação entre 
grupos com fatores descritivos. Para analisar a variação 
de idade, que é uma variável contínua com distribuição 
normal, foi utilizado o teste ANOVA com um fator e 
foi utilizado o teste de comparações emparelhadas de 
Turkey para identificar quais grupos apresentavam di-
ferença estatística. Foi adotado um valor-p de 0,05 para 
indicar significância estatística.

O projeto foi aprovado pela comissão de ética em 
pesquisa humana CEP/SEB sob o número do parecer 
2.270.585.  

O material com as informações permaneceu guar-
dado sob a responsabilidade dos próprios pesquisado-
res, com a garantia de manutenção do sigilo e confi-
dencialidade.

RESULTADOS

21 amostras (33,8%) eram de pacientes femininos 
e 41 (66,2%) de pacientes masculinos. Entre os adeno-
carcinomas bem diferenciados, houve uma distribuição 
igual com relação ao gênero (2 masculinos e 2 femi-
ninos). Nos moderadamente diferenciados, tiveram 10 
amostras de pacientes femininos para 20 de pacientes 
masculinos. Seguindo uma proporção semelhante, no 
grupo dos adenocarcinomas pouco diferenciados, 9 
eram de pacientes femininos e 19 de pacientes mas-
culinos. Não havendo diferença significativa entre os 
grupos (valor-p = 0,777).

A média de idade apresentada pelos pacientes foi 
de 67,39 anos com um desvio padrão de 13,54 anos. 
Quando comparada as médias de idade entre os di-
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ferentes graus de diferenciação, foi constatado que a 
média de idade do grupo moderadamente diferenciado 
(72,47) foi significativamente superior à média de idade 
do grupo pouco diferenciado (62,54), com um valor-p 
de 0,01.

Com relação ao nível de expressão da CDX2, 31 
amostras foram positivas e 31 foram negativas. Quando 
cruzadas com o grau de diferenciação das amostras, 
a expressão da CDX2 foi positiva em 2 amostras bem 
diferenciadas, em 17 amostras moderadamente diferen-
ciadas e em 12 amostras bem diferenciadas. Não hou-
ver diferença estatística da expressão do CDX2 entre os 
três grupos de grau de diferenciação (valor-p = 0,576).

A figura 1 mostra exemplo de tecidos de adenocar-
cinoma gástrico que sofreram a marcação pela Ki67. Na 
figura 1A está presente um tecido que apresenta gran-
de grau de proliferação celular, possuindo uma grande 
quantidade de células marcadas pela Ki67. Já na figura 
1B, é demonstrado um tecido que apresenta pouca ex-
pressão da Ki67, tendo um baixo grau de proliferação 
celular.

FIGURA 1 – TECIDO DE ADENOCARCINOMA GÁSTRICO MARCA-
DO PELA KI67

FONTE: O AUTOR (2018).
LEGENDA: 1A: TECIDO DE ADENOCARCINOMA GÁSTRICO COM 
ALTO GRAU DE PROLIFERAÇÃO CELULAR
  1B: TECIDO DE ADENOCARCINOMA GÁSTRICO COM BAIXO 
GRAU DE PROLIFERAÇÃO CELULAR

Na avaliação da proliferação celular, dada pela ex-
pressão do Ki67, 38 amostras foram classificadas como 
de baixo grau, e 24 como de alto grau. Quando rela-
cionada com os graus de diferenciação, apresentaram 
alto grau de proliferação 2 amostras bem diferenciadas, 
10 moderadamente diferenciadas e 12 pouco diferen-
ciadas. Não houver diferença estatística do grau de pro-
liferação celular entres os três graus de diferenciação 
(valor-p = 0,676).

Na figura 2 estão presentes dois exemplos de te-
cidos de adenocarcinoma gástrico após a marcação da 
CDX2. Na figura 2A está exemplificado um adenocar-
cinoma gástrico que apresentou positividade para a 
expressão da CDX2. Já na figura 2B está presente um 
tecido que foi negativo para a expressão da CDX2.

FIGURA 2 – TECIDO DE ADENOCARCINOMA GÁSTRICO MARCA-
DO PELA CDX2

FONTE: O AUTOR (2018).
LEGENDA: 1A: TECIDO DE ADENOCARCINOMA GÁSTRICO COM 
EXPRESSÃO POSITIVA PARA A PROTEÍNA CDX2 / 1B: TECIDO DE 
ADENOCARCINOMA GÁSTRICO COM EXPRESSÃO NEGATIVA PARA 
A PROTEÍNA CDX2

Foi comparado também a expressão da CDX2 com 
o grau de proliferação celular. Dos 31 casos em que 
a expressão da CDX2 era negativa, 23 apresentavam 
um nível de proliferação celular baixo, e 8 um nível 
de proliferação alto. Dos 31 casos que possuíam uma 
expressão da CDX2 positiva, 15 tinham alto nível de 
proliferação celular e 16, baixo nível. Houve um maior 
nível de proliferação celular nas amostras que apresen-
taram expressão positiva para CDX2 (valor-p = 0,036).

DISCUSSÃO

Foram analisadas 62 amostras de adenocarcinomas 
gástricos, sendo que a maioria das biopsias eram de pa-
cientes com adenocarcinoma gástrico moderadamente 
diferenciado (48%) ou pouco diferenciado (45%). O 
adenocarcinoma gástrico inicialmente não apresenta 
nenhum sintoma específico, o que pode fazer com que 
haja um retardo no diagnóstico desse tumor, sendo en-
contrado apenas quando já está em um estágio mais 
avançado (10).

A proporção entre homens e mulheres dos pacien-
tes selecionados no presente estudo (66,2% homens e 
33,8% mulheres) foi semelhante ao relatado na litera-
tura. Na publicação “Cancer Statistics, 2019” publicado 
no CA: A Cancer Journal for Clinicians, a estimativa de 
novos casos de câncer gástrico para 2019 nos Estados 
Unidos era de 17,230 (62.6%) novos caso em homens 
e de 10,280 (37.4%) em mulheres(1). Em 2008, a taxa de 
casos de câncer gástrico em homens no mundo foi de 
duas a três vezes superior do que a das mulheres(11).

A incidência de adenocarcinoma gástrico aumenta 
progressivamente conforme a idade. Durante o período 
entre 2011 e 2015, a média de idade de diagnóstico do 
câncer gástrico nos Estados Unidos foi de 68 anos(12). 
O que é compatível com os achados desse estudo, que 
obteve uma média de idade dos pacientes de 67,39 
anos.

Marcação Imunoistoquímica de CDX2 e Ki67 no Adenocarcinoma Gástrico.
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 Os resultados obtidos no presente estudo com re-
lação à expressão da proteína CDX2 entre os diferentes 
graus de diferenciação foram diferentes dos resultados 
apresentados na literatura. Em artigos publicados ante-
riormente, a expressão da proteína CDX2 diminui con-
forme a indiferenciação do adenocarcinoma gástrico, 
sinalizando um fator de proteção para a malignização 
desse tipo de câncer(13, 14, 15, 16). Contudo, no nosso es-
tudo não houve diferença estatística da expressão da 
CDX2 entre os grupos de diferenciação. 

Em relação ao grau de proliferação celular, dado 
pela expressão da Ki67, nesse estudo não foi obtido 
diferença estatística quando comparado aos diferentes 
graus de diferenciação. Esse dado não difere do estudo 
feito por Li e colaboradores (2015), que obteve como 
resultado que o grau de proliferação celular não possui 
diferença significativa conforme o grau de diferencia-
ção de adenocarcinoma gástricos, apenas com relação 
ao tamanho do tumor(9).

Quando o grau de proliferação celular das amos-
tras foi comparado entre os grupos de expressão da 
CDX2, nosso estudo obteve resultados opostos ao 
apresentado na literatura. Seno e colaboradores (2002) 
constataram que amostras que possuíam adenocarcino-

mas gástricos positivos para a CDX2, apresentavam uma 
taxa de expressão da proteína Ki67 significativamente 
mais baixa(15). Contudo, nesse presente estudo houve 
um maior nível de proliferação celular nas amostras 
que apresentaram expressão positiva para CDX2. Essa 
divergência talvez seja explicada pelo fato de o presen-
te estudo ter apresentado uma escassez de amostras 
do grau de diferenciação bem diferenciado, podendo 
ter gerado um viés na comparação da expressão das 
proteínas estudadas.

CONCLUSÃO

No presente estudo a expressão da proteína CDX2 
esteve presente em 50% dos adenocarcinomas gástri-
cos. Não houve diferença estatística da expressão do 
CDX2 entre os três graus de diferenciação do adeno-
carcinoma gástrico. O grau de proliferação celular va-
riou dependendo da expressão da CDX2, havendo um 
maior nível de proliferação celular nas amostras que 
apresentaram expressão positiva para CDX2. A escas-
sez de amostras bem diferenciadas pode ter influencia-
do nesses resultados, necessitando-se de novos estudos 
sobre esse tema.
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ABSTRACT - Background: CDX2 protein is an intestinal specific transcription factor that is present in the gastric tis-
sue only when there is intestinal metaplasia. Intestinal metaplasia is a gastric adenocarcinoma precursor injury.  Ki67 
is a cell proliferation biomarker. Objective: Verify the presence of CDX2 protein in gastric adenocarcinoma. Compare 
the CDX2 expression between the differentiation degree groups and between the cell proliferation degrees. Meth-
ods: It was collected 62 paraffin blocks containing the gastric adenocarcinoma samples (4 well differentiated ade-
nocarcinoma, 30 moderately differentiated and 28 poorly differentiated). It was made the tissue microarrays blocks 
(TMA), so it was proceeded to immunohistochemical staining with the anti-CDX2 and the anti-Ki67 antibodies and it 
was accomplished the read of the positive immune-stained area. Results: 31 samples were positive for CDX2 expres-
sion, and 31 were negative. There was no statistical difference of the CDX2 expression between the differentiation 
degree groups (p = 0.576). 38 samples were classified as low degree of cell proliferation and 24 as high degree. 
There was no statistical difference of the cell proliferation degree between the differentiation degree groups (p = 
0.676). The degree of cell proliferation ranged depending on the CDX2 expression (p = 0.036). Conclusion: Protein 
CDX2 expression was observed in 50% of gastric adenocarcinoma samples. There was no statistical difference of 
the CDX2 expression between the differentiation degree groups. The cell proliferation ranged depending of CDX2 
expression, with a higher index of cell proliferation in the positive CDX2 expression samples.

KEYWORDS - Gastric adenocarcinoma, CDX2, Ki67, Immunohistochemical.
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