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RESUMO

No Brasil, o cancer de mama constitui-se na patologia maligna mais
incidente na populagdo feminina e a sua histéria natural demonstra um curso
clinico e sobrevida variaveis. Desde que a terapia sistémica tornou-se parte
integrante do tratamento, a necessidade de saber se uma paciente tera maior
ou menor probabilidade de recidiva loco-regional ou a distancia tornou-se
fundamental. O conhecimento de fatores prognédsticos € de suma importancia
na determinacao e eficacia dos programas terapéuticos. A imunodeteccdo da
proteina p53 representa um método indireto de avaliar mutagdes no gene TP53
e tem sido descrita como fator progndstico para inUmeras neoplasias malignas
humanas e tem sido associada a um pior prognéstico das pacientes. Este
estudo avaliou a imunodeteccao nuclear da proteina p53 e sua associacao com
os fatores clinicopatolégicos relativos ao paciente e ao tumor, em uma série de
214 pacientes portadoras de carcinoma de mama e atendidas no Hospital
Araujo Jorge em Goiania, no periodo de 1997-2001. Em nossa casuistica a
imunodetecgao positiva de p53 nas células tumorais ndo demonstrou nenhuma
associagcdo com os parametros clinicopatolégicos convencionais, incluindo:
idade superior a 60 anos, estadiamento clinico, grau de anaplasia, expressao
de receptores de estrogénio e/ou progesterona, c-erbB-2, comprometimento
linfonodal e tamanho tumoral. A imunodeteccdo da proteina p53 néao
influenciou significativamente a sobrevida das pacientes analisadas em nossa
série. Resultados semelhantes foram obtidos por outros estudos. Assim,
concluimos que métodos moleculares mais sensiveis a deteccdo de mutagdes
sejam testados, a fim de validar o papel prognéstico das mutacdées em TP53 no

cancer de mama.

Palavras chaves: mama, p53, fator prognéstico, cancer.

XV



ABSTRACT

In Brazil, breast cancer is the most incident tumor in the female
population, and its natural history demonstrates variable clinical courses and
different survival rates, according to each patient. Since the systemic therapy
has an essential role in the treatment of breast cancer patients, the selection of
those that will relapse became an important issue. ldentification of significant
prognostic factors is essential in therapeutic programs. Because it has been
extensively reported that mutated p53 proteins are more stable its wild type
counterpart, immunodetection of nuclear p53 protein in tumor cells became an
indirect method used to analyze TP53 mutations. Immunodetection of nuclear
p53 protein is considered a bad prognostic factor in a long list of human
malignant tumors. This study analyze the imunodetection of p53 nuclear
protein and its possible association with recognized prognostic factors in a
group of 214 patients with breast cancer assisted at Hospital Araujo Jorge, in
Brazil. In our study any association was demonstrated between p53
immunodetection and recognized clinical factors including: age over than 60
years old, clinical stage, tumor microscopic grade, immunodetection of estrogen
and progesterone receptor, c-erbB-2, tumor size and nodal involvement. p53
immunodetection did not significantly influenced five years survival rates in the
patients analyzed in our series. Similar results have been reported by different
groups. We concluded that the more sensitive molecular methods must be
evaluated, in order to validate the prognostic value of TP53 mutations in breast

cancer.

Key words: breast, p53, prognostic factor, cancer.
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| - INTRODUCAO

O céncer de mama € uma doenca heterogénea de curso clinico variavel
e que atinge uma grande parcela da populacdo mundial (Nagai, 1995). O
cancer de mama € considerado a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres de todo o mundo (Moura-Gallo et al., 2004). As populagcbes de maior
risco se encontram na Europa Ocidental e nos Estados Unidos, enquanto as
populacdes asiaticas apresentam taxas cinco vezes menores (Mendonca et al.,
2004). No Brasil, é a neoplasia mais freqliente no sexo feminino e um aumento
nos coeficientes de mortalidade vem sendo verificado nos ultimos 20 anos
(Moura-Gallo et al., 2004). Em Goiania, a incidéncia e a mortalidade por cancer
de mama estdo aumentando com valores que superam o cancer de colo de
Utero que durante muitos anos representou o tumor mais incidente nesta

populacao (Silva et al., 2002).

A histéria natural do cancer de mama indica que o curso clinico
da doenca e a sobrevida variam de paciente para paciente. Uma série
complexa de fatores relacionados as condi¢des imunoldgicas, hormonal ou
mesmo nutricionais, ainda nao estd completamente entendida (Abreu et al.,
2002). Diversos estudos genéticos sugerem que uma variedade de alteragdes
adquiridas somaticamente contribui para o desenvolvimento e progressao do

cancer de mama (Nagai, 1995).

A identificacdo de marcadores que possam predizer o comportamento
do tumor é especialmente importante em cancer de mama, devido a
variabilidade na progressao clinica observada da doenca. Nos ultimos anos,
estudos utilizando técnicas de biologia molecular aumentaram a nossa
compreensao sobre as bases moleculares do cancer de mama, fornecendo
dados valiosos acerca dos eventos genéticos associados a etiologia e ao
comportamento da doenca. Enfoque especial tem sido dado a identificacdo de
marcadores prognosticos moleculares independentes, com capacidade de
predizer o risco de recorréncia em pacientes sem evidéncia histol6gica de

disseminagdo da doenca para os linfonodos axilares. Uma vez que 30% das



pacientes linfonodo-negativas recorrem da doenca dentro de um periodo de
cinco anos a partir do diagnéstico, a identificacdo de marcadores prognédsticos
torna-se essencial (Nagai, 1995). Esta identificagcdo possibilitaria um melhor
manuseio terapéutico, com uma maior seletividade na aplicacdo dos
tratamentos adjuvantes, reduzindo o sofrimento oriundo dos efeitos colaterais
impostos pela grande maioria das drogas utilizadas nos protocolos de
tratamento adjuvante (Abreu et al., 2002).

Mutagcdes do gene TP53 sdo as anormalidades genéticas mais
comumente associadas aos canceres humanos. Mutagdes neste gene
representam o evento chave na transformacéo e progressdo da maioria das
neoplasias. Cerca de 30-50% dos canceres de mama apresentam mutacées no
gene TP53 que podem ser demonstradas indiretamente por meio de
imunodeteccao nuclear da proteina p53. A imunodeteccao desta proteina em
cancer de mama parece estar relacionada a um pior prognéstico e associada a
um alto grau histolégico, a positividade de fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e negatividade de Bcl-2 e receptor estrogénico (Megha et al., 2007).

A imunodeteccdo nuclear da proteina p53 é avaliada em varios trabalhos
e é considerada como fator de pior prognéstico em cancer de mama em muitos
deles (Allred et al., 1993; Mac Grogan et al.,1995; Silvestrini et al.,1996; Zellars
et al., 2000), mesmo em pacientes com linfonodos axilares negativos (Klijn et
al., 2002). A imuno-histoquimica, usada como método de deteccao da proteina
p53 € um método pratico e acessivel (Beenken et al., 2001). As mutacdes mais
comuns do gene TP53 (mais de 80%) sdo do tipo “missense” que levam a
sintese de uma proteina estavel que se acumula no nucleo, tornando-se
detectavel por meio de imuno-histoquimica (Soussi et al., 2006). A
imunodeteccao é positiva em 80% dos casos em que a mutacao € detectada

por sequenciamento génico (Allred, 1997).



Il - HISTORIA NATURAL DO CANCER DE MAMA

A carcinogénese epitelial acontece por meio de multiplas etapas distintas
de alteracdes moleculares e celulares. Trés fases diferentes sdo descritas:
iniciacdo, promocao e progressao. A iniciagdo é rapida e irreversivel e envolve
ligacédo direta do carcindgeno e dano ao DNA. A promocéao € o periodo entre a
iniciacdo e a pré-malignidade, sendo geralmente reversivel e envolvendo
mecanismos primariamente epigenéticos. A progressao é o periodo entre a
doenca pré-maligna e a maligna, sendo geralmente irreversivel e envolvendo
mecanismos primariamente genéticos. Tanto a promog¢ao quanto a progressao

sao prolongadas (Vogel, 1998).

Na carcinogénese mamaria, o periodo entre a menarca e a primeira
gestacao a termo é considerado como a época de maior susceptibilidade no
processo de iniciacdo da carcinogénese. Estruturas lobulares pouco
diferenciadas, influenciadas pelo estimulo ovulatério estrogénico e
progestagénico sucessivo e ininterrupto, mantém altas taxas de proliferagéo
celular. A gravidez, ao induzir o desenvolvimento completo e a diferenciacédo do
l6bulo mamario, retira-o da populacdo susceptivel de iniciagdo neoplasica. A
gravidez precoce e a multiparidade fecham a janela de risco, ao passo que a
gestacdo tardia e a nuliparidade a estendem (Nazario, 2000).

A proliferacao celular € um componente necessario na carcinogénese.
Sem a proliferacdo, os danos ao DNA ndo sdo expressos. E possivel que um
efeito do estrogénio e da progesterona seja a estimulacdo da proliferacao
celular e a promocgao do tumor. Os danos ao DNA sdo comuns, mas a maioria
das células danificadas pode reparar seus danos ou entdo resultar na morte
celular (fenbmeno da apoptose). Os mecanismos de reparo sdo mais eficazes
quando a divisao celular € mais lenta. Células em repouso parecem reparar
melhor o DNA danificado. Se um nimero pequeno de células sobrevive com
danos e estdo entre as células que proliferam rapidamente (p.ex. durante o

ciclo menstrual ou durante o desenvolvimento mamdrio), uma maior
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probabilidade de ocorréncia de erros irreparaveis € verificada (Kopans, 2000).

A hiperplasia ductal é caracterizada pela proliferacéo de células epiteliais
distribuidas de uma maneira nao uniforme com um ndcleo que varia de forma e
padrdes de cromatina. E freqlientemente o primeiro sinal patolégico na
transformacdo do epitélio mamario. As células tém relativamente pouco
citoplasma e nao tem bordos celulares claros. Citologicamente as células séo
benignas. A transicdo de hiperplasia para hiperplasia com atipias esta
clinicamente associada com um aumento de risco para cancer. O proximo
passo é o desenvolvimento de carcinoma in situ, seja ductal ou lobular, o qual é
definido como uma proliferacdo de células com caracteristicas citologicas
malignas, mas sem a invasdo do estroma através da membrana basal. As
células se descolam da membrana basal e invadem o estroma e assim o tumor
torna-se invasivo. Através da disseminagao via vasos sanguineos e linfaticos,
as células podem originar metastases, sejam para linfonodos locorregionais ou

para 6rgaos a distancia (Kenemans et al., 2004).



Ill- EPIDEMIOLOGIA

O cancer de mama lidera as causas de morte por cancer no mundo.
Nos Estados Unidos da América (EUA), no ano de 2007, foram estimados
cerca de 240.000 novos casos de cancer de mama in situ e invasor entre as
mulheres e um adicional de 2.030 novos casos entre homens. Mais de 40.000
mulheres morreram pela doenga neste ano (Hinestrosa et al., 2007).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o
namero de casos novos de cancer de mama esperados em 2008 é de 49.400,
com um risco estimado de 51 casos a cada 100.000 mulheres. Na regido
Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, com um
risco estimado de 68 casos para cada 100.000 habitantes. No Estado de Goias,
em 2008, o INCA estima 1.040 novos casos de cancer de mama, com um risco
estimado de 34,73 casos para cada 100.000 habitantes. O INCA, em 2008,
estima para a cidade de Goiania, 340 casos novos de cancer de mama, com
um risco estimado de 50,49 casos para cada 100.000 habitantes. Segundo o
Registro de Cancer de Base Populacional de Goiania, a taxa de incidéncia
ajustada por idade, no periodo de 1996-2000, foi de 54,5 para cada 100.000
habitantes na cidade de Goiania.

O cancer de mama apresenta uma incidéncia baixa (menos de 10 novos
casos por 100.000 mulheres) antes dos 25 anos e aumenta cerca de 100 vezes
até a idade de 45 anos, sugerindo o envolvimento dos horménios reprodutivos
nesse tipo de céancer. Variacbes importantes sao relatadas nos quatro
diferentes continentes com relagdo a incidéncia de acordo com a faixa etaria
(Dumitrescu & Cotarla, 2005). Na p6s-menopausa, a incidéncia do cancer de
mama € menor nas mulheres negras e hispanicas do que nas mulheres
brancas. Na idade jovem é mais comum nas mulheres negras do que nas
mulheres brancas (Moormeier, 1996). Em relacdo as mulheres, a incidéncia de
cancer de mama no sexo masculino acontece na proporcao 1:100, ou seja para

5



cada caso de cancer de mama masculino, existem 100 casos de cancer de

mama femininos (Bilimoria, 1995).

Em Goiania, um estudo sobre incidéncia de cancer de mama por décadas
de vida demonstrou um aumento superior a 270% na faixa etaria de 50-59 anos
e acima de 80 anos, quando compararam a incidéncia de 2003 com a de 1988.
Os autores acreditam que possa estar relacionado com um aumento dos
programas de deteccdo precoce e mesmo com 0 uso da terapia de reposi¢ao
hormonal (Freitas-Junior et al., 2008).

Segundo o Ministério da Saude (Indicadores e Dados Béasicos do Brasil
— IDB, 2006), a mortalidade especifica por neoplasia de mama feminina, em
2004, no Brasil foi de 10,6/100.000 habitantes. As localidades com as mais
altas taxas de mortalidade s&o: Rio de Janeiro (19,21/100.000 hab), Rio
Grande do Sul (17,9/100.000 hab) e Sdo Paulo (14,61/100.000 hab). No Estado
de Goias, esta taxa foi de 7,36/100.000 habitantes.

Apesar de ser considerado como um cancer de bom progndstico, desde
que diagnosticado e tratado oportunamente, dados do INCA demonstram taxas
de mortalidade por cancer de mama ainda elevadas no Brasil e consideram
que estas taxas ocorrem porque a doenca € diagnosticada em estadios
avancados (INCA, 2007).

Estima-se que a sobrevida média geral cumulativa, apds cinco anos,
seja de 65% nos paises desenvolvidos e de 56% nos paises em
desenvolvimento (Gongalves et al., 2007).

Ries & Eisner (2007), avaliaram a sobrevida de 302.763 casos de cancer
de mama registrados pelo Surveillance Epidemiology and End Results (SEER).
Observaram que mulheres com tumores de estadio clinico 0 e |, independente
da faixa etaria, tiveram uma sobrevida em 5 anos de 100% . Enquanto que no
estadio Il, a sobrevida foi de 86% em cinco anos e para lll e IV, a sobrevida em
cinco anos foi 57% e 20%, respectivamente.



IV - FATORES DE RISCO

O cancer de mama é uma doenca complexa que resulta da interacdo de
multiplos fatores de risco (ambientais, hormonais, estilo de vida) com um
genoma individual (Pruthi et al., 2007). Segundo Hankinson et al. (2004), os
fatores de risco confirmados pela literatura incluem histéria familiar de cancer
de mama em parentes de primeiro grau, predisposicao genética (mutacdes nos
genes BRCA1, BRCA2, PTEN e outros), doencas benignas prévias como
adenose esclerosante, doencas proliferativas da mama, mamas densas a
mamografia, nuliparidade, idade da primeira gestacdo a termo apo6s os 30
anos, lactacao, uso de horménios na pds-menopausa, exposicao a radiacao
ionizante na infancia, menarca antes dos 12 anos, alto indice de massa

corporea e 0 uso de bebidas alcodlicas.

O papel da exposicdo aos estrogénios enddgenos e exdgenos na
inducdo e promogado da carcinogénese mamaria € um importante fator de risco
para o cancer de mama. Acredita-se que 0 mecanismo da carcinogénese seja
o resultado da estimulacao estrogénica do crescimento tecidual (proliferacao) e
do potencial genotdxico dos metabdlitos resultantes do metabolismo do
estrogénico sérico (Pruthi et al.,2007).

A idade e o0 sexo sdo considerados os dois mais importantes fatores de
risco ndo hormonais para o cancer de mama (Pruthi et al., 2007). As pacientes
jovens tém uma incidéncia baixa de cancer de mama. A partir dos 30 anos, 0
risco estimado de desenvolvimento de cancer de mama é de 1 em 250
mulheres; aos 40 anos é de 1 em 77 mulheres, enquanto que em idades mais

avancadas, este risco supera 1 em 34 mulheres (Cébrian, 2005).

Algumas lesées mamarias sdo consideradas marcadoras de alto risco
para o desenvolvimento do céncer de mama invasivo, como as lesdes
proliferativas com ou sem atipia e a neoplasia lobular in situ. Outras lesbes
comportam-se como precursoras diretas do cancer invasivo como o carcinoma
ductal in situ (Calvo, 2005).



Uma quantidade inferior a 10% das mulheres com cancer de mama
tem uma susceptibilidade herdada para a doenca. Outras 15-20% tém uma
histéria familiar, porém sem padrdes genéticos identificaveis (Hinestrosa et al.,
2007). Dentre os aspectos hereditarios, mutacdes germinativas em genes de
susceptibilidade como BRCA1, BRCA2 e TP53 estao associadas com um risco
aumentado de cancer de mama, estimado em 55-85%, durante a vida. Estes
canceres geralmente acometem mulheres mais jovens e tém caracteristicas

tumorais desfavoraveis (Klijn et al., 2002).

E importante ressaltar que 65-80% das mulheres com cancer de mama
ndo apresentam fatores de risco conhecidos. Em decorréncia do seu género,
todas as mulheres ja estao sob algum risco de apresentar cancer de mama. A
presenca de fatores de risco adicionais pode aumentar a preocupacao com
relacdo ao desenvolvimento de cancer de mama, e por outro lado, a auséncia
deles ainda nos remete a uma atmosfera de incertezas (Kopans, 2000). Esta
claro que ha a necessidade de identificacao dos tracos genéticos e fenotipicos
que explicariam as causas adicionais do cancer de mama (Dumitrescu &
Cotarla, 2005).



V — CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CANCER DE MAMA

A classificagdo histolégica dos tumores de mama é resultante de um
consenso, coordenado pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) (Tavassoli
& Devilee, 2003) e classifica os tumores epiteliais em:

a) Carcinomas ductais invasivos nao especificados (40 a 75%);
b) Carcinomas lobulares invasivos (5-15%);
c¢) Carcinomas tubulares (< 2%);

d) Carcinomas medulares (1-7%);

e) Carcinomas mucinosos (2%);
f) Carcinomas micropapiliferos (< 2%);

g) Outros carcinomas invasivos: cribiforme invasivo, metaplasico, adendide

cistico, sebaceo, neuroenddcrino, entre outros;

h) LesGes in situ de mama: incluem a neoplasia lobular in situ (1-3,8%) e o

carcinoma ductal in situ (15-40%).

Segundo Tavassolli & Deville (2003), os carcinomas medulares tem altas
taxas de alteracbes no gene TP53, com mutagdes somaticas entre 39-100% e
acumulo da proteina p53 nuclear entre 61- 87% dos casos.



VI — ESTADIAMENTO CLINICO

Atualmente, a classificacdo dos tumores malignos de mama segue a
classificagcdo com agrupamentos por estadios, publicada pela UICC (Unido
Internacional Contra o Cancer) 62 edicdo, 2004. A classificacdo € aplicavel
somente para carcinomas, tanto para mama feminina quanto masculina, e

requer confirmacao histologica da doenca.

Tabela 1: Classificacdao dos tumores de mama segundo estadio clinico.

TNM - 6%edicao Grupamento por estadios
Estadio 0 Tis, NO, MO
Estadio | T1, NO, MO
Estadio IIA TO, N1, MO

T1, N1, MO

T2, NO, MO
Estadio IIB T2, N1, MO

T3, NO, MO
Estadio IlIA TO, N2, MO

T1, N2, MO

T2, N2, MO

T3, N1, N2, MO
Estadio IlIB T4, NO, N1, N2, MO
Estadio IlIC Qualquer T, N3, MO
Estadio IV Qualquer T, qualquer N, M1

Fonte: TNM/UICC 62%edicao.
Onde:

Tumor primario (T) TX: Tumor primario ndo pode ser avaliado; TO: Sem evidéncia de tumor primario;
Tis: Carcinoma Intraductal, Carcinoma Lobular in situ, ou Doenca de Paget do mamilo com ou sem
associagao de invasao de tecido mamario normal;T1: Tumor < 2 cm em sua maior dimensao;T2: Tumor >
2 cm mas <5 cm em sua maior dimenséo;T3: Tumor > 5 cm em sua maior dimenséo;T4: Tumor de
qualquer tamanho com extensao direta a parede toracica(a) ou a pele(b) ou ambas(c) e carcinoma
inflamatdrio(d).Linfonodos Regionais (N) NX: Linfonodos regionais ndo podem sere avaliados;N0O: Sem
evidéncia de metéastase linfonodal;N1: Metastase para linfonodo axilar mével ipsilateral;N2: Metastase
para linfonodo axilar fixo ipsilateral, ou linfonodo da cadeia mamaria interna, clinicamente aparente
ipsilateral na auséncia de evidentes metastases linfonodais clinicamente evidentes;

N3: Metastase em linfonodos infraclaviculares ipsilaterais com ou sem envolvimento axilar evidente, ou
metastase em linfonodos supraclaviculares ipsilaterais com ou sem envolvimento axilar ou envolvimento
de cadeia mamaria interna.Metastase a distancia (M) MX: Presenca de metastase a distancia que nao
pode ser avaliada;M0: Sem metastase a distancia;M1: Metastase a distancia.



VIl- FATORES PROGNOSTICOS PARA O CANCER DE MAMA

Fatores prognésticos sdo caracteristicas clinicas, patoldgicas ou biol6gicas
de um paciente ou de seu tumor, analisados ao tempo do diagnéstico e
capazes de prever o curso clinico da doenca, independente da terapia. Os
fatores prognosticos usualmente incluem indicadores de crescimento, de

invasao e do potencial metastatico (Allred, 1997).

O Colégio Americano de Patologistas classifica os fatores prognésticos do
cancer de mama em trés categorias. A categoria | inclui fatores de
comprovada importancia prognéstica, Uteis no manejo clinico do paciente,
compreendendo o tamanho do tumor, o status linfonodal, o grau histoldgico e a
expressao de receptores de estrogénio e progesterona. A categoria Il inclui
fatores que ja foram estudados de maneira exaustiva, mas que ainda
necessitam ser validados por meio de trabalhos estatisticos mais consistentes,
compreendendo o c-erbB-2, p53, invasdo vascular e linfatica, Ki-67, MIB-1 e
quantificacao da fracdo de fase S. A categoria lll inclui fatores que nao foram
ainda suficientemente estudados para demonstrar seu valor prognéstico,
compreendendo o indice de ploidia do DNA e Bcl-2 (Fitzgibbons et al., 2000)
(Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo em categorias dos fatores prognosticos em cancer de
mama, segundo Colégio Americano de Patologistas (Fitzgibbons et al., 2000).

+ Categoria | (comprovada tamanho do tumor, status linfonodal,
importancia prognostica) grau histolégico, RE e RP
+ Categoria Il (estudados c-erbB-2, p53, invasdo vascular e

exaustivamente, mas precisam | linfatica, Ki-67, MIB-1 e fase S
ser validados)

4+ Categoria lll (hdo foram ploidia DNA, Bcl-2
suficientemente estudados)




Vil - O GENE TP53

Ao longo da evolucao, as células dos mamiferos desenvolveram uma
rede intrincada de mecanismos de protecao para a integridade gendémica. p53
€ uma das moléculas mais proeminentes desta rede, tanto que ganhou o titulo
de guardida do genoma por seu envolvimento em processos criticos para
preservar e fixar a integridade genémica e a homeostase celular. Uma das
mais sérias consequéncias na faléncia desta rede de seguranca é o
desenvolvimento do cancer (Hussain & Harris, 2006). O gene TP53 codifica
uma fosfoproteina nuclear, primeiramente descrita em 1979 como uma proteina
habil para formar um complexo oligomérico com o antigeno T do virus SV40
em células transformadas. Os altos niveis de proteina p53 observadas em
células transformadas e a habilidade do gene TP53 cooperar com o gene ras
em embrides de ratos indicaram inicialmente que se tratava de um oncogene.
Dez anos depois, foi demonstrado que somente as formas mutantes de p53
tinham propriedades transformantes (Frebourg & Friend, 1992). TP53 foi o
primeiro gene supressor de tumor identificado (Gasco et al., 2002). O gene
TP53 encontra-se situado no brago curto do cromossomo 17(p13.1) (Figura 1),
codifica uma proteina nuclear com 53 kilodaltons (kDa), denominada proteina
53 (p53). Este gene é altamente conservado, apresentando homologia
estrutural nas diferentes espécies, tais como Xenopus laevis, galinha e
camundongo. No homem, apresenta extensao de 20 Kb e é constituido por 11
éxons e 10 introns (Robbin, 1996) (Figura 2).
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Figural: Localizacao do gene TP53 no cromossomo 17.

(Modificada do site: hitp://p53.free.fr/p53 info/p53 info/p53 gene.html)

Regides consideraveis do gene TP53 tém sido conservadas ao longo da
evolucao. Cinco sequéncias de aminoacidos presentes na proteina p53,
correspondendo aos cdédons 13-19, 120-143, 172-182, 239-259 e 271-290 sao
altamente preservadas sendo chamadas de “regibes conservadas [-V”,
respectivamente. A conservacao destas sequiéncias distintas presumivelmente
correlaciona-se com a necessidade de preservar uma estrutura particular ou
uma fungao da proteina p53 (Robbins, 1996).

Reisman et al(1988) identificaram dois promotores do gene TP53,
sendo que o primeiro estaria localizado na regidao de 100 a 250 pares de bases
a jusante do primeiro éxon (nao codificante) e o segundo, um promotor mais
efetivo, dentro do primeiro intron.

Bourdon (2007), em seu artigo sobre o gene TP53, refere que a
transcricdo do gene TP53 pode ser iniciada, em tecido humano normal, a partir
de dois sitios distintos, um a jusante do éxon 1, e um promotor interno
localizado no intron 4. E ainda, o gene TP53 humano poderia codificar pelo
menos nove diferentes isoformas da proteina p53 devido ao “splicing

alternativo do intron 9, o uso do promotor alternativo no intron 4 e a iniciacao
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alternativa de traducéo ou “splicing” alternativo do intron 2. A expresséo tecido-
especifica das isoformas de p53 poderia explicar a regulacao tecido-especifica
da atividade transcricional de p53, em resposta aos diferentes tipos de
estresses tais como radiagdo ionizante e radiacao ultravioleta (Bourdon, 2007).
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Figura 2: Representacao esquematica do gene TP53 (Possui 11 éxons conforme
o diagrama. A cor rosa denota os éxons nao-codificantes. A azul os éxons
codificantes. A cinza os éxons internos dentro dos introns).

(Disponivel no site: http://p53.bii.a-star.ed.sg/aboutp53/index.php)

Mutagcdes do gene TP53, com ou sem delecao alélica, representam uma
das alteragcbes genéticas mais comuns identificadas em malignidades
humanas. A grande maioria destas mutacdes esta entre os éxons 5 e 8, em
quatro regides conservadas do gene TP53. Mais de 90% das mutacdes estao
localizadas entre os cddons 120 e 290 (Robbins, 1996).

A anélise do brago curto do cromossomo 17, com sondas polimorficas
em tumores humanos, revelou que o alelo selvagem é frequentemente perdido
durante o desenvolvimento tumoral. Isto indica que na maioria dos tumores,
ambos os alelos sdo inativados, um através de mutacdo pontual e o outro
através de delecdo. Esta observacao sugere que a maioria das mutacées seja
recessiva e que a inativagao de p53 pode ser explicada pela hipbtese “two hits”
proposta por Knudson para o gene Rb (Frebourg & Friend, 1992). Mais de
10.000 mutagbes em p53 foram identificadas nos tumores humanos e
coletadas em bancos de dados. As mutagdes de p53 podem ser classificadas
em 3 tipos, sendo que as do tipo | sdo mutacdbes missense que afetam
residuos da superficie de ligacdo ao DNA, rompendo os pontos de contato
proteina-DNA; as do tipo Il também sdo mutacbes missense que rompem a
conformacao protéica, enquanto as do tipo lll sdo mutacdes do tipo null que
destroem completamente a funcionalidade da proteina (insercdes/delecbes =
mutacdes frameshit, mutagcdes nonsense e mutacdes de splicing de juncao)
(van Oijen & Slootweg, 2000).




O modelo de “inativagéo” do alelo selvagem de p53 inclui mutagées do
tipo missense levando a sintese de uma proteina mais estavel. Perfaz quase
90% das mutacdes do gene TP53 e altera a funcao especifica da proteina de
ligacdo ao DNA, resultando em seu acumulo no ndcleo das células tumorais.
Esse tipo de mutacao difere de outros genes supressores de tumores, que séo
inativados por mutacdes nonsense ou frameshift, levando ao desaparecimento
ou a sintese aberrante do produto génico. Este acumulo particular da proteina
p53 nas células tumorais pode ter duas consequiéncias: um efeito dominante
negativo, pela hetero-oligomerizacdo com p53 selvagem, expressa pelo
segundo alelo (p53 mutante inativa a proteina p53 selvagem), ou um ganho
especifico de funcao da proteina mutante p53 (Soussi, 2005). Ha indicios de
que todos os efeitos de ganho de fungdo sejam mediados pela expressao
direta ou indireta de diversos genes (van Oijen & Slootweg, 2000). Mutantes
com ganho de fungdo podem exercer fungées mitogénicas pela estimulagao de
fatores de crescimento ou receptores de fatores de crescimento. O gene EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), por exemplo, esta ativado por certos
mutantes de p53. Embora TP53 selvagem seja um gene supressor de tumor,

algumas formas mutantes podem se comportar como oncogenes (Soussi,

2005) (Figura 3).
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Figura 3: Representacao esquematica das funcoes de p53 mutante. (Modificado
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de Stoklosa & Golab, 2005)

Mutacbes de TP53 em células germinativas sdo responsaveis por
algumas formas hereditarias de cancer. As células germinativas destes
pacientes sdo heterozigotas para o alelo selvagem. A predisposicdo para a
malignidade resulta de inativacdo do alelo em uma célula germinativa e,
consequentemente, da necessidade de apenas mais uma mutacao somatica
envolvendo o alelo restante para a perda da funcdo de supressor tumoral. A
mutacdo germinativa, seja missense ou nonsense, esta associada com a
instabilidade genémica e com a Sindrome de Li Fraumeni. Individuos nestas
familias desenvolvem diferentes tipos de tumores, tipicamente em idades
precoces. A sindrome é rara e tem uma transmissao autossémica dominante.
O espectro de malignidades inclue sarcomas, leucemias, tumores do sistema
nervoso central, carcinomas adreno-corticais, cancer de mama e tumores
gonadais. O cancer de mama € responsavel por aproximadamente 43% de
todas as malignidades entre as mulheres nas familias com Sindrome de Li
Fraumeni. Muitos sdo carcinomas metacronicos bilaterais, e 1/3 diagnosticados
antes dos 30 anos (Robbins, 1996).



IX — A PROTEINA p53

A proteina p53 é denominada assim pelo seu peso molecular de 53 kDa.
E uma fosfoproteina nuclear e a designacéo de antigeno tumoral é baseada em
seu acumulo nuclear caracteristico nas células tumorais. A proteina p53
humana consiste de 393 aminoacidos e uma vez ativada, forma um complexo
homotetramérico constituido por quatro unidades idénticas que reconhecem
uma sequéncia especifica de DNA, permitindo a regulacdo da transcricao de
varios genes. Cada monémero de p53, por sua vez, consiste de varios
dominios bem definidos. O dominio de transativagdo N-terminal (residuos 1-
73), uma regido rica em prolina (residuos 63-97), um dominio central altamente
conservado DNA-ligante (residuos 94-312) e um dominio C-terminal de
tetramerizacado (residuos 324-355), seguido por um dominio basico nao-
estruturado (residuos 360-393) (Laptenko & Prives, 2006) (Figura 4).
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Figura 4: Representacao esquematica da estrutura da proteina p53. (Modificado
do site: http://p53.free.fr/p53 info/p53 Protein.html)

A proteina p53 existe normalmente em sua forma inativa ou latente em

concentragdes muito baixas. Esta forma latente de p53 € incapaz de cumprir
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suas funcbes de ativadora de transcricdo, porém, situacbes nas quais se
produz um estresse celular (hipdéxia, choque térmico, radiacdes ionizantes) ou
um dano ao DNA (ruptura da cadeia dupla de DNA ou formacao de dimeros de
timidina por efeito de radiacao ultravioleta), levam a ativacéo e estabilizacdo da
proteina p53. A proteina p53 desempenha suas funcées no nucleo celular e
apesar do gene ser continuamente transcrito e seu mRNA traduzido, o produto
génico, a proteina p53, sofre rapida degradacao proteassémica, dependente de
ubiquitina. Isto determina uma vida média reduzida para a proteina, de
aproximadamente 20 a 30 minutos e resulta no fato de que em circunstancias
normais, p53 esta em baixa concentragdo ou em niveis ndo detectaveis
(Sutcliffe & Brehm, 2004).

A perda da fungao de p53 se da por dois mecanismos, seja por mutacao
que afete o gene TP53 (mais freqlente), ou mediante uma inativacao
funcional da propria proteina p53 por interacdo com proteinas virais ou
celulares (comportando-se na forma equivalente a uma mutagdo do gene).
Ambos levam a um aumento da instabilidade cromossémica, caracterizada por
um incremento na freqiéncia de amplificagbes génicas, rearranjos
cromossémicos ou mutagdes. Uma vez ativada, p53 do tipo selvagem pode
funcionar como fator de transcricdo, que age direta ou indiretamente na
ativacao e inativacao de genes que afetam o crescimento e a sobrevida celular.
Adicionalmente, p53 pode interagir diretamente com varias proteinas
influenciando o crescimento e a sobrevida celulares. Especificamente, p53 do
tipo selvagem pode modular a progressao do ciclo celular, a senescéncia e a
apoptose, além de ter um papel direto no reparo e na recombinacdo do DNA.
Como esta envolvida em todos esses processos, p53 pode prevenir a formacao
de tumores por reduzir o acumulo de danos genéticos que contribuem para a

tumorigénese (Braithwaite & Prives, 2006)
1- LOCALIZACAO DE p53:

A localizacao citoplasmatica de p53 do tipo selvagem foi demonstrada
no inicio da década de 80, na maioria das células normais. Entretanto, em
células transformadas ou células normais com crescimento rapido, p53 esta

primariamente localizada no nucleo. A translocacdao nucleo-citoplasmatica de
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p53 é regulada durante o ciclo celular. p53 acumula-se no citoplasma durante a
fase G1 e entra no nucleo durante a fase de transicao G1/S. Num curto periodo
apoés o inicio da fase S, p53 volta ao citoplasma (Liang & Clarke 2001). Como
p53 €& um fator de transcricdo, a localizacdo nuclear da proteina tem um
importante papel na regulagdo de sua atividade. Varios mecanismos estédo
envolvidos na importacao ou exportacao de p53 do ndcleo. Existem dois meios
para transporta-la ao ndcleo: primeiramente, p53 pode ser transportada pela
dineina e uma rede de microtubulos, que reconhecem a extremidade N-
terminal de p53. E em segundo lugar, dentro da extremidade C-terminal de
p53, existe varios sinais de localizacdo nuclear, reconhecidos pelos fatores de
importacao celular. Para transporta-la de volta, existem também duas
maneiras: primeiramente, uma que envolve o dominio de oligomerazicao de
p53 e outra que envolve a regido ligante ao MDM2 na extremidade N-terminal.
A forma tetramerizada de p53 (ativa) impede que o sinal de exportacao nuclear,
presente na extremidade C-terminal, esteja acessivel a essa via de exportacao.
Apéds a ubiquitinacéo, o sinal de exportacdo nuclear € exposto e p53 pode ser
movida para o citoplasma. Na extremidade N-terminal, o sinal de exportacao
nuclear é regulado pela fosforilacdo, que por conseqtiéncia, inibe a sequéncia
de exportacdo nuclear de p53 do nucleo. Os efeitos da fosforilagdo na
extremidade N-terminal resultam primeiramente, em inibicdo do sinal de
exportacdo N-terminal e, em segundo lugar, em inibicdo da ligacdo de MDM2 e
subsequente ubiquitinacédo (Sutcliffe & Brehm, 2004).



2- VIAINTRACELULAR SINALIZADA POR p53:

PROTEINAS
INTERAGINDO
/ APOPTOSE
PARADA DO CICLO
CELULARE

p53 SENESCENCIA

REPARO DO DNA E
RECOMBINAGAO

MODIFICAGOES POS-TRANSDUGAO

UMAVISAO SIMPUFICADA DA ATIVAGAO & RESPOSTA DE P8

Figura 5: Representagcado esquematica simplificada da via intracelular sinalizada
por p53. (Modificada de Braithwile & Prives, 2006)

A via intracelular sinalizada por p53 (Figura 5) pode ser divida em cinco
etapas. Na primeira etapa, tém-se os sinais que disparam ou induzem a rede a
um estado funcional. A via de transdugdo de sinais controlada por p53 é
composta por um grupo de genes e seus produtos protéicos que sao
designados para responder a sinais de estresse intrinsecos e extrinsecos.
Estes sinais operam por meio de mecanismos de homeostase celular que
monitoram e controlam a fidelidade da replicacdo do DNA, a segregracao
cromossOmica e a divisdo celular. Muitas causas fisicas e quimicas causam
dano ao DNA, ativando p53, incluindo: irradiacdo ultravioleta e gamma,
alquilacdo de bases, DNA “cross-link”, depurinagcdo de DNA, reagdo com
radicais livres, dentre outros. Cada tipo de dano causado ao DNA ¢ diferente e
cada um é detectado por diferentes grupos de proteinas, sendo entao
reparados por diferentes vias enzimaticas. Porém, cada tipo de dano é
reportado a proteina p53 e sua via. A segunda etapa da via intracelular ativada

20



por p53 é mediada por um aumento em sua concentracao e atividade, visando
a transcricao de genes regulados por p53. Os niveis de p53 sao regulados por
seu turnover proteolitico. A proteina p53 tem uma meia-vida de 6-20 minutos
em varios tipos celulares e uma ubiquitina-ligase, denominada MDM-2 (murine
double minute protein) é responsavel pela sua curta meia vida. Frente a varios
tipos de danos causados ao DNA (radiacdo gamma), a proteina MDM-2 é
autopoliubiquitinada, resultando em sua degradacdo e consequente aumento
nos niveis e na atividade de p53. Uma vez ativada, p53 induz a transcrigcdo de
varios genes, dentre eles, o gene MDM-2, seu principal regulador negativo na
célula. A regulacéao transcricional de MDM-2 por p53 é um passo lento (horas),
mas uma vez produzida, MDM-2 se liga a proteina p53, inibindo sua atividade
como fator de transcricdo, ubiquitinando-a e aumentando rapidamente sua
quebra proteolitica. Essa alca auto-reguladora produz uma oscilagdo MDM-2-
p53, composta por niveis protéicos variaveis de p53 e MDM-2 na célula.
Quando niveis de p53 crescem, aumentam os niveis de MDM-2, que por sua
vez, abaixam os niveis de p53, resultando em menor quantidade de MDM-2
(Levine et al., 2006).

Uma vez ativada, p53 do tipo selvagem ganha habilidade de reconhecer
e ligar as suas sequéncias responsivas no DNA. A sequéncia de consenso no
DNA é representada por RRRCWWGYYY, onde R € uma purina, W é Adenina
ou Timina e Y é uma pirimidina. Um elemento responsivo a p53 é composto por
2 destas sequéncias de 10 pares de bases, separadas por um espacador de O -
21 pares de bases. As sequéncias sao frequentemente localizadas na porcao
57, ou no primeiro ou segundo intron do gene regulado por p53. Os genes
responsivos a p53 apresentam varias fungdes, incluindo a parada do ciclo
celular (p21, 1-3-3 sigma, GADD-45), a apoptose, tanto por via extrinseca (Fas,
killer/DR5) como intrinseca (bax, noxa e puma), a senescéncia celular, e outras
fungdes adicionais (Levine et al., 2006).
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X- METODOS DE ANALISE DO GENE TP53 E DA PROTEINA p53

Os métodos mais usados sao o sequenciamento de DNA e a
imunohistoquimica (Sunpaweravong & Sunpaweravong, 2005).

Uma vez que a proteina p53 € o produto da expressao génica, a
visualizagao direta da expressdao da proteina por analise imuno-histoquimica
tem sido bastante utilizada (Soussi, 2005). Mutagdes no gene TP53 podem
resultar em meia-vida prolongada e consequente acumulo nuclear da proteina
p53 alterada. O método de imuno-histoquimica detecta este acimulo anormal e
funciona como uma indicacao indireta de mutagéo no gene TP53. Cerca de 30-
50% dos tumores de mama tem acumulo de proteina p53 detectado pela
imuno-histoquimica (Elledge et al., 1993). A imuno-histoquimica € baseada na
ligacdo antigeno-anticorpo em cortes teciduais, com deteccdo do complexo
formado por meio de reacdo de coloracdo histoquimica visivel a luz do
microscopio comum (Ramos-Vara, 2005). O método de imuno-histoquimica é
um procedimento diagnéstico de varios passos e envolve selegcdo apropriada
do tecido, fixacdo, processamento e coloracdo tecidual. A interpretacao final
dos resultados € de responsabilidade de um profissional experiente
(patologista), sendo baseada na presenca, padrédo e intensidade dos produtos
cromogenos coloridos, que sdo depositados nos tecidos como resultado de
uma reagao especifica antigeno-anticorpo na célula. E o resultado desta
coloragao pode ser difuso ou focal, nuclear, citoplasmatico ou membranoso
(Taylor et al., 2006). A imuno-histoquimica pode ser realizada em tecidos
fixados em formalina, porém a fixagdo modifica a estrutura terciaria das
proteinas (antigenos), muitas vezes tornando-as indetectaveis aos anticorpos
especificos. Aproximadamente 85% dos antigenos fixados em formalina
requerem algum tipo de recuperacao antigénica para otimizar a imunorreacao.
Os dois métodos mais comuns de recuperagao antigénica sdo o enzimatico e o
baseado no calor sob pressdo (microondas/panela de pressédo) (Ramos-Vara,
2005). A imunorreatividade nuclear de p53 tem sido considerda uma indicacao
indireta de inativacdo do gene TP53 por mutac¢des do tipo missense e tem sido
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descrita como: imunodetec¢cdo de p53, acumulo de p53, ou expressao
aberrante de p53 (Barbareschi, 1996). Nosso estudo utilizou 0 método de calor
sob pressdo para a recuperagdo antigénica e definimos que o termo
“imunodeteccao”, iria designar a deteccdo imuno-histoquimica de p53 no

nucleo das células tumorais de mama.

Diferentes anticorpos tém sido desenvolvidos para detectar a proteina
p53, cada um reconhecendo diferentes regides ou epitopos da proteina
selvagem e/ou mutante (Elledge, 1994) e os mais comumente citados na
literatura incluem Pab 1801, DO-1, DO-7, CM1, Bp53-12, dentre outros. Os
epitopos reconhecidos por alguns destes anticorpos sdo conhecidos e todos
reconhecem tanto p53 selvagem como mutante, exceto Pab240 que é
especifico para p53 em conformacédo mutante-associada (Wurl, 1997).

Uma grande maioria dos estudos baseia-se na técnica de imuno-
histoquimica para avaliar alteragbes de p53. Porém sabe-se que muitas
mutacdes nao levam ao acumulo de proteina e que o acumulo de p53
selvagem também pode ocorrer. Isto faz com que a IHQ tenha um razoavel
namero de variabilidade entre os estudos e nao classifique adequadamente as
mutacdes (Olivier et al., 2006) O sequenciamento direto do gene TP53 apds
amplificagdo por PCR permanece o “padrao ouro” da andlise molecular
(Soussi, 2005).
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XI- p53 E CANCER DE MAMA

O envolvimento de p53 no processo de carcinogénese pode ocorrer por
meio de varios mecanismos, incluindo mutacées do gene TP53, alteracdes nos
genes reguladores de TP53 e alteracdes nos genes alvo de p53. No cancer de
mama, a maioria das mutacoes observadas em TP53 é de origem somaética.
Cerca de 20-35% dos tumores de mama expressam p53 mutante (Lacroix et
al., 2006). Mutacdes germinativas em TP53 ocorrem em altas propor¢cées em
individuos com a Sindrome de Li-Fraumeni, uma sindrome de susceptibilidade
ao cancer, que confere um risco aumentado para o cancer de mama. Esta
observacdo suscita um importante papel para a inativacdo de p53 na
carcinogénesese mamaria (Gasco et al.,, 2002). Estudos de pacientes com a
sindrome de Li-Fraumeni demonstram que a perda de heterozigosidade (LOH),
com inativagdo do outro alelo, é observada em aproximadamente metade dos
tumores. Em adicao, tumores esporadicos portando uma mutacao somatica de
p53, apresentam perda de heterozigosidade (LOH) em aproximadamente 70%
dos casos. Um mecanismo de haploinsuficiéncia ou mutacées de ganho de

funcéo, ou dominantes negativas parecem existir (Borresen-Dale, 2003).

A maioria das informagdes acerca de mutacées em TP53 é derivada da
analise dos éxons 5-8 do gene (hot spot), que codificam os aminoacidos 126-
306 da proteina p53. Entretanto, dados mais recentes analisando a sequéncia
codificante completa comegam a revelar um maior nimero de mutagdes
relacionadas ao cancer de mama, além daquelas ja descritas na regido de hot-
spot (Lacroix et al., 2006). Cerca de 1400 diferentes mutacdes de p53 ja foram
observadas em cancer de mama e estéo listadas em um banco de dados da
International Agency for Research on Cancer (IARC) (Lacroix et al., 2006). Mais
de 90% dessas mutagdes afetam a regido central de ligagcdo ao DNA, incluindo
0s éxons 5-8 e tais mutacdes resultam em perda da atividade de ligagdo ao
DNA (Lai et al., 2002).

Estudos tém sido conduzidos na tentativa de identificar o estagio da

tumorigénese mamaria, na qual ocorrem as mutacdes somaticas de TP53.
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Mutacdes em TP53 podem ocorrer em carcinoma ductal in situ (DCIS), antes
do desenvolvimento para cancer de mama invasor e a freqiéncia aumenta de
aproximadamente zero nos DCIS de baixo-grau, para 30-40% nos DCIS de alto
grau (Borrensen-Dale, 2003). Altas taxas de mutagdes em TP53 sao descritas
para portadores de mutacbes em BRCA1 e BRCA2 e além destes, nos
carcinomas medulares classicos da mama as mutagdes de TP53 ocorrem em

cerca de 100% dos casos (Gasco et al., 2002).

Diferentes freqiéncias de mutacdes sao descritas para portadores de
diferentes alelos polimérficos do cdéddon 72 de TP53. Tumores de mama em
pacientes homozigotos para o alelo Arg apresentam uma maior freqiiéncia de
mutacdes em TP53 comparados aos homozigotos Pro (28,5% X 3,8%)
(Borrensen-Dale, 2003). Modificagdes em outros genes relacionados as vias de
p53 também podem resultar em sua inativagéo, incluindo alteragcdes no gene
ATM, BRCA1 e MDM-2 (Gasco et al., 2002).

1- VALOR PROGNOSTICO DE p53 EM CANCER DE MAMA:

O céancer de mama é uma doenga heterogénea com um curso clinico
variavel. Embora o status linfonodal seja o maior parametro prognéstico, 30%
das pacientes com cancer de mama linfonodo-negativas irdo morrer desta
doenca sem um tratamento adjuvante (Soontrapornchai et al.,2007). Apesar de
ser potencialmente benéfico, o tratamento adjuvante envolve drogas citotéxicas
ou hormonais que apresentam efeitos indesejaveis tornando-o restrito a um
grupo de pacientes destinadas a apresentar recorréncia da doencga, ou morrer
em decorréncia desta. As variaveis do estadiamento TNM sdo amplamente
aceitas e podem identificar pacientes com progndstico favoravel, de modo que
pacientes com tumores menores do que 1cm e sem comprometimento de
linfonodos, evoluem com mortalidade menor que 10% em 10 anos (Allred,
1997).

O gene supressor de tumor TP53 é um gene critico para o controle do
ciclo celular e a apoptose. Seu status tem sido descrito como um fator

prognoéstico em uma variedade de tumores malignos (Soontrapornchai et al.,
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2007). De forma geral, a imunodeteccdo de p53 em cancer de mama
correlaciona-se com tumores de alto grau, aneuploidia, altos indices de
proliferacao celular e auséncia de receptores de estrogénios e progestagénios.
Uma vez que esses parametros estdo associados com curto intervalo de
sobrevida livre de doenca e menor sobrevida global, ndo seria surpreendente
que a imunodeteccdo de p53 estivesse também associada com pior
prognéstico (Gelmann, 1998). A prevaléncia de mutagcbées em TP53 nos casos
com recidiva tumoral mostrou-se duplicada, quando comparada com o0s
tumores primarios, indicando que TP53 tem um papel importante ndo apenas
no desenvolvimento tumoral, mas também na progressdo do tumor e no

aparecimento de metastases (Norberg et al., 2001).

Uma meta-analise (Barbareshi, 1996) avaliou os resultados de 37
estudos de imunodeteccdo de p53, totalizando 9.860 pacientes. Dentre os
estudos analisados, 12 demonstraram que a imunodeteccédo de p53 apresenta
valor prognéstico independente (4.510 pacientes). Utilizando métodos de
analise multivariada, verificou-se que o risco relativo de recidivas variou de 1,3
a 3,24 com o valor médio de 2,3. O risco relativo de morrer por cancer de
mama variou de 1,3 a 3,2 com valor médio de 2,6. O estudo revelou que
métodos mais uniformes de anélise de p53, com maior nimero de casos e
periodos de seguimento mais longos devem ser considerados, a fim de que a
imunodeteccao de p53 seja validada como fator prognéstico independente para

0 cancer de mama.

Silvestrini et al.(1996) analisaram 1400 pacientes com cancer de mama
ressecavel, linfonodos histologicamente negativos, sem sinais de metastase a
distdncia e imunodeteccao de p53, com seguimento por um periodo de 10
anos. Nesta série de pacientes, a imunodeteccdo positiva de p53 nao
demonstrou valor prognéstico para faléncias contralaterais ou recidivas loco-
regionais, ap0s a cirurgia conservadora ou radical associada a radioterapia.
Entretanto, associou-se de forma significativa com o aparecimento de

metastases a distancia.

Olivier et al.(2006) analisaram mutagbes somaticas nos éxons 5-8 de

TP53 em 1.794 pacientes com céancer de mama, utilizando seqiienciamento
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génico. Este estudo demonstrou que mutagdes em TP53 representam um fator
prognéstico independente para a sobrevida de pacientes com cancer de mama,
apos ajuste para tamanho do tumor, status linfonodal e receptor hormonal. Em
um dos subgrupos estudados, aquele contendo pacientes com tumores de
baixo grau, tamanho limitado do tumor, sem comprometimento linfonodal e com
presenca de receptores hormonais, demonstrou que as mutagdes de TP53
associaram-se com uma reducao de 60% na sobrevida em um periodo de 10
anos. Uma relagao linear foi demonstrada entre o tamanho do tumor e a
frequéncia de mutacdes de TP53, além de uma forte associagcdo com o grau
tumoral, o comprometimento linfonodal e a perda dos receptores hormonais.
Langerod et al.(2007) também analisou muta¢des do gene TP53 por meio de
seqlenciamento génico, analisando uma série de 200 pacientes e
demonstraram que as mutagdes do gene TP53 representam um importante
fator prognéstico para o cancer de mama. Em sua andlise 23,6% dos casos
apresentavam mutacdes em TP53, sendo que 15% destas estavam fora dos
éxons 5-8. Uma forte correlacao foi demonstrada entre as mutacoes de TP53 e
a hiperexpressdao de c-erbB-2 e alguns subtipos de carcinomas mamarios,
como aqueles do tipo basal-like (apresentaram as maiores taxas de mutacdes
em TP53).

A Sociedade Americana de Oncologia Clinica, em sua recomendacao
para marcadores moleculares para o cancer de mama em 2007, conclui que 0s
dados produzidos ainda sdo insuficientes para recomendar o uso de mutacdes
em TP53 na avaliacdo do progndstico e nas decisbées de tratamento do cancer
de mama. Alerta também, que estudos com maior poder estatistico sao
necessarios, apesar dos inumeros trabalhos demonstrando sua potencial
utilizacao clinica (Harris et al., 2007).

Em nosso estudo, um levantamento bibliografico foi realizado visando
selecionar artigos que investigaram a importancia progndstica da
imunodetecgdo da proteina p53 no cancer de mama. Foram selecionados 30
artigos publicados no periodo de 1993 até 2008, que analisaram um numero
minimo de 100 pacientes e que utilizaram o método de imuno-histoquimica.
Uma grande variabilidade de anticorpos foi utilizada nesses estudos e as linhas
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de corte para que a imunodeteccdo de p53 fosse considerada positiva,
variaram de estudo para estudo. Os indices de imunodetecgcédo de p53 variaram
de 12,66% a 54,84%. Dentre os 30 artigos revisados, 19 (63,33%)
apresentaram  correlacbes  estatisticamente  significativas entre a
imunodetecgéo de p53 e menor intervalo livre de doenga, enquanto 16 estudos
(53,33%) apresentaram correlagdes entre a imunodeteccdo de p53 e uma
menor sobrevida global (Tabela 4).
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Xll - JUSTIFICATIVAS

O presente estudo se justificou pelas seguintes observacoes:

1 - A neoplasia maligna de mama € o tumor mais incidente na populacao
feminina do Brasil (INCA, 2008).

2 — Definir potenciais marcadores progndésticos em cancer de mama a fim
de discernir quais pacientes iriam beneficiar-se do uso de uma terapia
sistémica (complementar ao tratamento cirurgico). Sabendo-se que, entre
10 a 30% recidivardo dentro de cinco anos de acompanhamento clinico,
mesmo sendo axila-negativas ao diagnéstico (Ramos-Filho et al.,2002;
Nagai, 1995).

3 - Alguns estudos de imuno-histoquimica tém demonstrado uma correlacao
entre a imunodeteccao da proteina p53 e um pior prognéstico em pacientes
portadoras de neoplasia maligna de mama (Silvestrini et al.,1996;
Yamashita et al., 2005; Crabb et al., 2008), mas os dados da literatura ainda

séo conflitantes (Barbareschi,1996; Borresen-Dale,2003).

4 — Existem poucos estudos pubicados no Brasil acerca do tema, até a
recente data (Medline, Scielo, BIREME).
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Xlll - OBJETIVOS

1- Objetivo Geral:
Investigar a importancia prognostica da deteccdo imuno-histoquimica da
proteina p53 em carcinoma de mama, por meio de uma revisao bibliogréafica da
literatura e da analise de um grupo de 214 pacientes atendidas no Hospital

Araujo Jorge, em Goiania-GO.

2- Obijetivos Especificos:

2.1 - Realizar uma revisao bibliografica sobre a importancia prognéstica da
imunodeteccao da proteina p53 no cancer de mama na populacao feminina.

2.2 - Avaliar os aspectos clinicos, histopatolégicos e imuno-histoquimicos de
uma série de 214 pacientes com cancer de mama, atendidas no hospital Araujo
Jorge, em Goiania-GO.

2.3 - Avaliar os resultados da imunodeteccao de p53 nos espécimes de cancer
de mama estudados.

2.4 - Avaliar a associagdo da imunodeteccdo positiva de p53 com fatores
clinicopatologicos (idade, estadiamento clinico, tamanho do tumor, grau de
anaplasia, imunodetccdo de receptor estrogénico e de progesterona,
superexpressao de c-erbB-2 e comprometimento linfonodal).

2.5 - Avaliar a sobrevida global das pacientes estudadas.

2.6 - Avaliar a sobrevida global das pacientes com carcinoma de mama, em
relacdo aos fatores clinicos (idade, estadiamento clinico), histopatolégicos
(comprometimento linfonodal, grau de anaplasia, tamanho do tumor) e imuno-
histoquimicos (imunodeteccdo da proteina p53, receptor de estrogénio e
progesterona e superexpressao de c-erbB-2).

2.7 - Avaliar a sobrevida global das pacientes com carcinoma de mama, em
relacdo a imunodeteccao positiva de p53.

2.8 - Comparar os resultados da imunodetec¢dao de p53 no grupo de tumores
analisados com aqueles obtidos em outros estudos.
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XIV - METODOLOGIA

1 - Dados clinicos: O presente estudo representa uma coorte
retrospectiva de base hospitalar, no qual foram selecionadas 214 pacientes do
sexo feminino, independente do estadiamento clinico, com carcinomas de
mama comprovados histologicamente. Foram selecionadas todas as pacientes
atendidas no periodo de 1997 a 2001, cujos espécimes de bidpsia ou cirargicos
foram submetidos a analise imuno-histoquimica para avaliacao de p53, c-erbB-
2, receptores de estrogénios (RE) e receptores de progesterona (RP) e que

apresentavam pelo menos cinco anos de seguimento.

Em dezembro de 2007, quando foi encerrada a coleta de dados, 146
pacientes estavam vivas ao final de 5 anos de seguimento, enquanto 48
pacientes foram a 6bito. A sobrevida foi avaliada em meses. Para aquelas
pacientes que foram a obito, foi contado o tempo decorrido do diagnédstico
histopatoldgico até o momento da morte. Para as pacientes vivas, com ou sem

doenca, o dado foi censurado em dezembro de 2007.

Uma lista de casos com perda de seguimento foi enviada ao Registro de
Céncer de Base Populacional de Goidnia e o estado das pacientes foi
informado por meio de busca ativa, resultando em uma perda de seguimento
de 20 pacientes (9,3%).

Os dados clinicos das pacientes foram coletados dos prontuarios no
Servico de Arquivo Médico (SAME) do Hospital Araujo Jorge. O estadiamento
clinico dos tumores foi ajustado de acordo com a sexta edicdo da classificacao
TNM da UICC, publicada pelo Ministério da Saude/Instituto Nacional do

Cancer.

2 - Analise anatomopatoldgica: A graduacao histolégica dos tumores
foi realizada com base no sistema descrito por Bloom & Richardson, modificado
por Elston & Ellis, (1991), que considera os aspectos de formacao tubular,
pleomorfismo nuclear e indice mitético. Dividido em trés categorias: grau | (bem

diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau Il (pouco
31



diferenciado). A informacdo sobre a presenca ou auséncia de metastases
linfonodais foi obtida dos laudos histopatolégicos. Todos os laudos foram
emitidos pela equipe de patologistas do Departamento de Anatomia Patol6gica
do Hospital Araujo Jorge da Associacao de Combate ao Cancer em Goias.

3 - Anadlise imuno-histoquimica: as analises imuno-histoquimicas
foram realizadas no Laboratério de Imuno-histoquimica do Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital Araujo Jorge. Essas andlises empregaram
espécimes tumorais fixados em formalina e incluidos em parafina, a partir dos
quais foram preparados cortes de espessura de duas a trés micras. Os cortes
foram montados em laminas silanizadas e a rea¢do de imuno-histoquimica foi

conduzida conforme descrito por Silva et al. (2002).

A andlise imuno-histoquimica empregou o método de estreptoavidina-
biotina-imunoperoxidase (Super ABCKit, Erviegas) e a imunodetecgdo da
proteina p53 foi feita com anticorpo monoclonal DO-7(DAKO; 1/100). Analise
dos demais marcadores imuno-histoquimicos utilizou anticorpos c-erbB-2
(DAKO, policlonal; 1/600); anti-proteina RE (receptor de estrogénio) e anti-
proteina RP (receptor de progesterona) (DAKO, monoclonais; 1/200). Os
cortes, montados em laminas silanizadas, foram desparafinados e
desidratados, em temperatura controlada. Em seguida, foram submetidos a
recuperacao antigénica pelo calor, em panela de pressao, durante 20 minutos,
utilizando-se o citrato 0,01M, pH 6,0. Apds a recuperacao antigénica, as
laminas foram mantidas a temperatura ambiente, para resfriamento, por cerca
de 1 hora. O bloqueio da peroxidase enddégena foi feito em perdxido de
hidrogénio 3%, durante 10 minutos, e em seguida, as laminas foram incubadas
a 4°C, durante a noite, com os anticorpos monoclonais diluidos em solucao de
PBS contendo 1% de albumina bovina. Ap6s a incubacdo com os anticorpos
primarios, as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, por 5 minutos e
incubadas durante 1 hora com o anticorpo secundario conjugado com biotina-
avidina peroxidase. Depois de uma nova lavagem com PBS, por 5 minutos, a
reacdo foi revelada com tetra-hidroclorato de 3- 3’diaminobenzidina, por 5
minutos e as lAminas levemente contracoradas com hematoxilina. Em seguida,

as laminas foram desidratadas e montadas com laminula.
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A imunodeteccao de p53 foi considerada positiva quando uma proporcéao
> 10% dos nucleos das células tumorais estivesse corada (Viacava et al.,
1999). A hiperexpressao de c-erbB-2 foi considerada positiva quando mais de
10% das células tumorais apresentassem membranas coradas fortemente e
continuamente. Os receptores de estrogénios (RE) e receptores de
progestagénios (RP) foram considerados positivos quando uma propor¢cao
=210% dos nucleos das células tumorais estvissem corados. Todas as analises
foram feitas considerando a contagem de pelo menos 100 células tumorais.
Controles positivos e negativos, previamente testados, foram utilizados para
todos os marcadores utilizados (Quérzoli et al., 1998).

4 - Analise estatistica: Uma andlise descritiva de todas as variaveis,
com numeros absolutos e percentagens, foi realizada para o grupo de estudo.
Para avaliacao estatistica dos dados obtidos, todas as freqliéncias observadas
foram confrontadas com a finalidade de comprovar a hipétese da pesquisa, ou
seja, que a imunodeteccdo de p53 teria associacdo com fatores
clinicopatolégicos classicos (idade, grau de anaplasia, estadiamento clinico,
comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, receptor de estrégeno e
progesterona e c-erbB-2) e que sua imunodeteccdo positiva influencia na
sobrevida das pacientes. O teste do qui-quadrado foi utilizado para testar a
associacdo entre as variaveis independentes. As curvas de sobrevida,
estimadas pelo método de Kaplan-Meier (KM), foram utilizadas para descrever
as proporcdes acumuladas de 6bitos (sobrevida global) conforme o tempo de
acompanhamento das pacientes. Estas curvas foram construidas em algumas
situacdes distintas, conforme categorizagdes das variaveis independentes, e
posteriormente comparadas através do teste de Log-Rank. Em todos os testes
estatisticos de hipoteses considerados neste estudo, obteve-se como
significativos aqueles resultados associados a um valor de p menor que 5%.
Todas as andlises foram realizadas com o programa estatistico SPSS 15.0 for
the Windows (SPSS Inc. Chicago, Estados Unidos da América).

5 - Aspectos éticos: O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias protocolo
CEPACCG n® 010/06 de 24/07/07.
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XV - RESULTADOS

1 - Dados Clinicopatolégicos: um grupo de 214 casos de carcinomas
de mama em mulheres atendidas na Associacdo de Combate ao Céancer do
Estado de Goias (HAJ / UOA) foi analisado de 1997 a 2001. A idade das
pacientes variou de 28 a 90 anos, com uma média de 51,38 anos e mediana de
59 anos. Oito pacientes (4%) apresentaram idades abaixo de 35 anos, 90
pacientes (42%) tinham idades entre 35 e 50 anos e a maioria, 116 pacientes
(54%), tinham idades acima de 50 anos (figura 6).

Média=51,38
a
Mediana=59a

Faixa etdria (anos)

Figura 6: Distribuicao dos casos de carcinomas de mama de acordo com a faixa etaria
(anos).

Quanto ao estadiamento clinico, segundo a classificagdo TNM da UICC
(Unido Internacional Contra o Cancer), 10 pacientes (4,7%) apresentavam
estadio clinico 0, 30 pacientes (14%) apresentavam estadio clinico I, 103
pacientes (48,1%) apresentavam estadio clinico Il, 58 pacientes (27,1%)
estadio clinico lll, 9 pacientes (4,2%) estadio clinico IV e 4 pacientes (1,9%)
nao tiveram estadiamento relatado (NR) (figura 7).
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Figura 7: Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com

estadiamento clinico.

Quanto ao comprometimento de linfonodos axilares, observamos que
106 pacientes (49%) né&o apresentavam comprometimento linfonodal, 43
pacientes (21%) apresentavam de 1 a 3 linfonodos comprometidos, 21
pacientes (10%) apresentavam de 4 a 9 linfonodos comprometidos e 44

pacientes (20%) apresentavam mais de 10 linfonodos comprometidos(figura 8).

@ NO
Wla3
m4a0
m=10

Comprometimento
linfonodal axilar

Figura 8: Distribuicao dos casos de carcinomas mamarios de acordo com o

comprometimento linfonodal axilar.
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As metéstases a distancia foram descritas em 69 pacientes, perfazendo
32 % dos casos. A localizacdo mais freqlente de metéastases foi em ossos
(32%), pulmao (28%), figado (13%), cérebro (8%), linfonodos ndo-axilares (8%)
e outros locais (11%). A recidiva local foi observada em 28 pacientes (13,1%).
Das 214 pacientes analisadas, 11(5,1%) tiveram uma segunda neoplasia, 9
pacientes (4,2%) desenvolveram céncer na mama oposta e duas
desenvolveram segunda neoplasia maligna (melanoma maligno cutaneo e
neoplasia maligna de vias biliares) (figura 9).

Locais de Metastases a distancia

Figura 9: Distribuicdo de casos de carcinomas de mama de acordo com os locais
de metastase a distancia.

Quanto ao tamanho do tumor, 47 pacientes (22%) apresentaram
tumores < 2 cm, 89 (42%) apresentaram tumores 2cm>T<5cm, 54 (25%)
apresentaram tumores > 5cm e 24 pacientes (11%) néo tiveram o tamanho do
tumor determinado(figura 10).
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Figura 10: Distribuicdo dos casos de carcinomas mamarios de acordo com o

tamanho tumoral (cm) .

Quanto ao grau de anaplasia do tumor, 14 tumores (7%) foram
classificados com grau histolégico |, 128 (60%) com grau histolégico Il, 39
tumores (18%) com grau histologico Il e 33 tumores ndo tiveram graduagéo
histoldgica determinada (15%) (figura 11).

Grau de anaplasia do tumor

Figura 11: Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com o grau
de anaplasia do tumor.
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Quanto ao tipo histolégico, o carcinoma ductal infiltrante foi o mais
frequente, com 180 casos (84%), seguido do carcinoma lobular infiltrante com
11 casos (5%), carcinoma medular com 7 casos (3%), carcinoma ductal in situ
com 5 casos (2%), carcinoma SOE (sem outra especificagdo) com 3 casos
(2%), carcinoma mucinoso com 1 caso (1%) e outros tipos histolégicos com 7
casos (3%) (figura 12).

mCDI BLOBULAR B MEDULAR ®InSitu
mSOE @ MUCINOSO @ OUTROS
1%
2%
5 2%

Tipo histoloégico

Figura 12: Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama acordo com o tipo
histolégico.

2 - Avaliacao dos Marcadores Imuno-histoquimicos: todos os 214
casos foram avaliados quanto a imunodeteccao de receptores de estrdégenos,
receptores de progesterona, c-erbB-2 e p53. A imunodetec¢cdo de p53 foi
positiva em 99 tumores (46%), negativa em 114 tumores (53%) e inconclusiva
em 1 caso (1%) (figura13).

38



Imunodetecg¢do de p53

Figura 13: Distribuicao dos casos de carcinomas de mama de acordo com a
imunodeteccao de p53.

Quanto a imunodeteccéo do receptor de estrogenos, 117 tumores foram
positivos (55%) e 97 (45%) foram negativos (figura 14).

Imunodetec¢do dos receptores de estrogenos

Figura 14: Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com a
imunodeteccao de receptores de estrogénio.

A imunodeteccao do receptor de progesterona foi positiva em 82 casos
(38%), negativa em 131 casos (61%) e inconclusiva em 1 caso (1%) (figura 15).
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inconclus
1%

Figura 15: Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com a
imunodeteccao de receptores de progesterona.

A hiperexpressao de c-erbB-2 foi positiva em 115 casos (54%) e normal
em 94 casos (44%), além de 5 casos que foram inconclusivos (2%). O tipo
histolégico caracterizado com carcinoma medular (7 casos) apresentou
imunodetecgao positiva de p53 em 87,5%(figura 16).

Inconcl.
2%

Hiperexpressdo de c-erbB-2

Figura 16: Distribuicao dos casos de carcinomas de mama de acordo com a
hiperexpressao de c-erbB-2.
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3 — Sobrevida global: Dentre as 214 pacientes, a sobrevida global em
cinco anos foi de 77,6%, sendo que 146 pacientes estavam vivas ao final de 5
anos de seguimento, enquanto 48 pacientes foram a O6bito. Vinte pacientes

(9,3%), livres de doenca e sem seguimento ao final de cinco anos, foram
censuradas na andlise (figura 17).
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Figura 17: Sobrevida global em cinco anos para o grupo de pacientes estudadas.

Utilizando o teste de Logrank, verificamos que os fatores que
influenciaram significativamente a sobrevida das pacientes foram: a idade

menor do que 35 anos, o tamanho do tumor, o comprometimento dos
linfonodos axilares e o estadiamento clinico.
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Com relacédo as faixas etarias verificou-se que, no grupo de pacientes
com idades inferiores a 35 anos, a sobrevida global foi de 50%, comparada
com 78,6% para o grupo com idade acima ou igual a 35 anos (p = 0.047).
Porém é importante ressaltar que essa diferenca estatistica foi prejudicada,

uma vez que a amostra constitui-se de apenas 8 casos (3,7%) (Figura 18)

Faixaetaria
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o
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Figura 18: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com diferentes faixas
etarias.
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O tamanho do tumor foi um fator prognéstico que influenciou
significativamente a sobrevida do grupo estudado (figura 19), uma vez que
pacientes com tumores < 2 cm tiveram uma sobrevida de 87,2%, comparadas
com pacientes com tumores entre 2 e 5 cm que tiveram a sobrevida de 80,0%

e pacientes com tumores > 5cm foi de 63,0%, ao final dos cinco anos (p =
0.003).
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Figura 19: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com os diferentes
tamanhos dos tumores.

43



O comprometimento dos linfonodos axilares mostrou-se um fator

progndstico importante uma vez que a sobrevida global das pacientes com

cancer de mama sem comprometimento da axila foi de 91,5% em 60 meses,

69,8% para as pacientes com 1-3 linfonodos comprometidos, 81,0% para o

grupo com 4-9 linfonodos comprometidos e 44,5% para as que tinham mais do
que 10 linfonodos comprometidos (p < 0.0001) (Figura 20). E provavel que
uma maior sobrevida para as pacientes que tinham de 4-9 linfonodos

comprometidos em relacao as pacientes de 1-3, se deve ao fato de que

naquela época apenas se indicava quimioterapia adjuvante com doxorrubicina
para o primeiro grupo.
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Figura 20: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com o numero e o

comprometimento linfonodal axilar.
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O estadiamento clinico representou um fator progndstico
estatisticamente significativo para as pacientes estudadas (figura 21). A
sobrevida global para o grupo foi de 86,7% nas pacientes com estadio |, 85,6%

para as de estadio Il, 65,5% para as de estadio Il e 22,2% para as pacientes
com estadio IV (p < 0.0001).
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Figura 21: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com o estadiamento
clinico.
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Os marcadores imuno-histoquimicos, incluindo a imunodetec¢do dos
receptores hormonais e a hiper-expressao de c-erbB-2, nenhum deles
influenciou significativamente a sobrevida do grupo estudado (p>0.05). A
imunodeteccdo de p53 foi avaliada nos 214 casos, entretanto, nenhuma
diferenga significativa foi observada na sobrevida das pacientes com

imunodeteccao positiva ou negativa (p = 0,653) (figura 22 ).

Imunodetecgaode

1,0
r—_‘—_‘“—q_q' : = pS3

o —Indo

= —I1sim
0.8 _|_‘—|— + ndo-censurado
+ -+ sim-censurado
32 0.6
1]
=2
>
@
s
3
@ 041

0,0+

T T T T T T T
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
tempo em meses

Figura 22: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com a imunodeteccao da
proteina p53.

4 - Associacoes entre a Imunodeteccao nuclear de p53 e os
parametros clinicopatolégicos: utilizando o teste do qui-quadrado, foram
investigadas as possiveis associacées entre a imunodeteccdo de p53 com:
idade, estadiamento clinico, tamanho, grau de anaplasia, imunodeteccéo do
receptor de estrogénio e do receptor de progesterona, hiperexpressao de c-

erbB-2 e comprometimento linfonodal. Dentre estes parametros verificou-se
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que nenhuma associacao foi estatisticamente significativa. Entretanto uma
associacao marginal foi demonstrada entre a imunodeteccao positiva de p53 e
o grau de anaplasia (p=0,05), provavelmente devido a um percentual
preponderante de tumores grau Il de anaplasia (59,8%) (Tabela 3).

Tabela 3: Associacao entre a imunodeteccao nuclear da proteina p53 e variaveis
prognésticas clinicopatoldgicas.

Variavel p53 P
Negativo Positivo
N % N %
Idade
<60 87 53,4 76 46,6
260 27 54,0 23 46,0 NS
Estadiamento
0 3 30,0 7 70,0 NS
| 18 60,0 12 40,0
Il 51 49,5 52 50,5
] 34 58,6 24 414
v 6 66,7 3 33,3
Grau de anaplasia
I 12 85,7 2 14,3 0,050
Il 70 54,7 58 45,3
]| 14 35,9 25 64,1
Receptor de Estrogeno
Negativo 49 50,5 48 49,5 NS
Positivo 65 56,0 51 44,0
Receptor de Progesterona
Negativo 70 53,4 61 46,6 NS
Positivo 44 53,7 38 46,3
C_erb_B2
Negativo 53 57,0 40 43,0 NS
Positivo 61 53,0 54 47,0
Lindonodos
Nenhum 55 52,4 50 47,6 NS
1-3 24 55,8 19 442
4-9 12 57,1 9 42,9
>10 23 52,3 21 47,7
Tamanho do Tumor
<2cm 31 66,0 16 34,0 NS
2-5 45 50,6 44 49,4
>5 29 53,7 25 46,3
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5 — Levantamento bibliografico de artigos publicados em literatura
médica referentes a imunoexpressao de p53 como fator progndstico em
cancer de mama: 30 artigos foram selecionados que associavam
imunoexpressdo de p53 e cancer de mama. Todos analisaram um ndmero
minimo de 100 pacientes, utilizaram a imunohistoquimica como método de
deteccao de p53 e foram publicados no periodo de 1993 até janeiro de 2008.

Tabela 4: Referéncias bibliograficas referentes a literatura consultada onde é
relacionada a imunoexpressao da proteina p53 como fator progndstico em
cancer de mama.

AUTORES n2casos método anticorpo p53+ cut POPULACAO FOLLOW SLD/ SG/
(%) off ESTUDADA -UpP UV(P) UV(P)

Allred et al.,1993 700 IHQ/SSCP Pab1801/240 52% >0 LIN_ 54m  0,0008 0,003*

Barnes et al., 1993 195 IHQ CM1 19% >75% _ 124,8m 0,001 0,001

Hurliman ,1993 196 IHQ Pab1801/240/ 35% >0 _ 81m NS 0,057
421/CM1

Gasparini et al., 1994254 IHQ Pab1801 28% >10%  LIN_/T1-T3 62m 0,004 0,024

Marks et al., 1994 230 IHQ Pab1801 24% >0 ECI/ECII NR 0,03 0,01

Beck et al.,1995 462 IHQ DO1 21,40% >10%  _ 48m 0,02 0,0002

Gohring et al., 1995 204 IHQ Pab1801 38% >10%  _ 72m 0,02 NS

Pietildinen etal., 392 IHQ CM1 54,80% >0 _ 133,2m NS ?

1995

Stenmark-Askmalm 205 IHQ Pab1801/DO112,66% >20% ECI 60m 0,002 _

et al., 1995

Silvestrini et IHQ Pab1801 NR >5% LIN- 120m 0,0012 0,0001
al.,1996
Silvestrini et 240 IHQ Pab1801 14% >5% pésmenop/LINF+/  -60m  0,0001 ?
al.,1996 operavel/RE+
lwaya et al.,1997 154 IHQ Rsp53 21,40% =10% LIN_/ <=5cm 157m 0,003
Zhang et al.,1997 228 IHQ Rsp53 18% >10% LIN+(1-3) 132m 0,01 0,001
Reed et al.,2000 613 IHQ CM1 29% >0 LINF-/<=5cm/MO 186m NS NS
Thor et al.,2000 798 IHQ Pab1801 29,45% >0 _ 195,6m NS* 0,0308
Zellars et al.,2000 1530 IHQ Pab1801/Pab 51,89% >0 2grupos:com 62m  <0,001/0,0

240 RXT/sem RXT 09*

Yamashita et al., Pab1801 29% _

2004

Kroger et al.,2006 157 IHQ DO1 24% >10%  >10LIN 60m NS _
Malamou-Mitsi et 392 IHQ DO1 26,50% >10% T1-3N1MO/T3NOMO 50m 0,001 0,002
al., 2006

de Roos et al., 2007 330 IHQ/tissue BP53-12-1 54,84% >30% CDI/Cin situ 49,8m *0,014 _
Keam et al.,2007 145 IHQ # 52% >24%  ECIVECII 18m NS NS

Onde: a cor azul indica os trabalhos que utilizaram o anticorpo DO-7; IHQ: imuno-histoquimica; Tissue:

tissue microarray; SSCP: single strand conformational polimorphism (analise conformacional de

polimorfismo de cadeia simples); DO-1/ DO-7/ Pab 1801/ Pab 240/ Pab 421/ CM1/ Rsp53/ Bp53.12.1:
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anticorpos anti-p53;p53(+): porcentagem de imunodetccdo positiva de p53 na populacdo
estudada;cutoff: valor de corte considerado quanto a porcentagem de nucleos corados para que seja
considerada como imunoexpressdo positiva de p53;_: populagdo escolhida de modo aleatério;LIN_:
populagdo estudada com axila negativa;LINF+: populacdo estudada com axila positiva;ECI/ECII/ECIII:
tumores de estadio clinico I/I/III;CDI: carcinoma ductal infiltrante;In situ: carcinoma ductal in situ;RE+:
receptor de estrogénio +;RXT: radioterapia;NS: ndo significante do ponto de vista estatistico;SLD:
sobrevida livre de doenga;SG: sobrevida global;UV: analise univariada;(p): valor de p.
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XVI - DISCUSSAO

No Brasil, o cancer de mama constitui-se na patologia maligna mais
incidente na populacao feminina e tem o seu quadro agravado pelo diagndstico
tardio, em especial nas classes de menor poder aquisitivo. Na grande maioria
das instituicbes de cancer, os tumores com estadiamentos Ill e IV chegam a
corresponder a 60% dos diagnésticos (Abreu & Koifman, 2002). Em nosso
estudo a percentagem de pacientes em estadios Il e IV foi de 31,3% e a
sobrevida global destas pacientes foi de 65,5% e 22,2%, respectivamente,
contrastando com uma sobrevida global de 77,6% para o grupo total estudado.

A histéria natural do cancer de mama indica que o curso clinico da
doenca e a sobrevida sdo variaveis de paciente para paciente. Esta variacéao é
determinada por varios fatores que ainda ndo estdo totalmente entendidos.
Apesar de certos aspectos anatdémicos, o tamanho do tumor primario e as
condi¢cées dos linfonodos axilares, continuam sendo fatores importantes na

avaliacao prognéstica (Abreu & Koifman, 2002).

Desde que a terapia sistémica passou a ser parte integrante do
tratamento do cancer de mama, tornou-se importante saber se uma paciente
tera maior ou menor probabilidade de recidiva loco-regional ou a distancia. Os
fatores prognésticos sao indicativos da agressividade biolégica herdada de um
tumor, refletindo sua histéria natural (Elledge & Allred, 1998). O conhecimento
dos fatores prognésticos € de fundamental importancia na determinacdo de
programas terapéuticos. Uma terapia baseada em avaliagdo progndstica
possibilita a aplicacao de diferentes modalidades terapéuticas disponiveis, com
intensidade e efetividade adequadas e individualizadas para uma paciente
especifica (Abreu & Koifman, 2002).

O gene supressor de tumor TP53 foi primeiramente associado ao cancer
de mama em 1982, quando Crawford e seus colegas relataram que 9% das
pacientes com cancer de mama, particularmente aquelas com metastases
viscerais, tinham anticorpos circulantes para a proteina p53. Este dado gerou a
hipétese de que “p53 alterada em quantidade, tipo, ou apresentacdo em
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tumores de mama seria imunogénica” (Thor et al., 1992).

Cattoretti et al.(1988) foram os primeiros a descrever a imunodeteccao
de p53 em cancer de mama, demonstrando a associacdo entre a
imunodeteccdo de p53 e um grupo fenotipicamente distinto de carcinomas
com receptores de estrogénio negativos.

Davidoff et al.(1991) sugeriam que altos niveis de expressao de proteina
p53 em cancer de mama primario, ocorrem durante a progressao tumoral e a
metastatizacdo ou na iniciacdo do tumor, provendo uma grande vantagem de
crescimento . Segundo este autor, no cancer de mama as alteracées de p53
podem estar presentes precocemente na fase in situ do crescimento tumoral e
podem ser mantidas através dos estagios de progressdo, sem evidéncia da
aquisicao da mesma durante a passagem de um tumor in situ para invasor ou
de invasor para metastatico. Isto sugere segundo este autor, que a inativacao
de p53 pode ser um evento precoce na progressdao do cancer de mama e

conferindo um fendtipo mais agressivo.

As mutacdes do gene TP53, ou a imunodeteccao da proteina p53 como
método indireto de avaliar uma mutacdo, tém sido descritas como fator
prognéstico em uma longa lista de tumores humanos, incluindo o cancer de
mama, associando-se com pior prognéstico (Cattoretti et al., 1988; Callahan et
al., 1993; Andersen et al., 1993; Silvestrini et al., 1993; Thor & Yandell, 1993;
Bergh et al., 1995; Gasparini et al., 1998). Existem cerca de 30 trabalhos na
literatura médica avaliando p53 como fator prognéstico em cancer de mama,
pelo método de analise imuno-histoquimica, cujas casuisticas excedam 100
casos. Destes trabalhos, 10 n&o conseguiram demonstrar significancia
estatistica quanto a sobrevida livre de doenca (Hurliman et al., 1993; Pietainen
et al., 1995; Michalides et al., 1996; Fresno et al., 1997; Reed et., al 2000; Thor
et al., 2000; Pellikainen et al., 2003; Kroger et al., 2006; Song et al., 2006;
Keam et al.,, 2007) e cinco destes ndao demonstraram significancia estatistica
quanto a sobrevida global (Gohring et al., 1995; Michalides et al., 1996; Reed et
al., 2000; Pellikainen et al., 2003; Keam et al., 2007).

A imunodeteccao de p53 foi avaliada nos 214 casos de nossa casuistica,
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entretanto, nenhuma diferencga significativa foi observada na sobrevida global
em cinco anos para as pacientes com imunodetecgcédo positiva ou negativa de
p53 (p = 0,653), ndo constituindo-se assim em um fator de pior prognédstico
para os casos estudados.

Em uma meta-analise com mais de 9000 pacientes, o valor prognéstico
e preditivo de p53, avaliado por imuno-histoquimica foi considerado fraco
(Barbareschi, 1996). Pharoah et al.(1999) em outra meta-analise, utilizando
métodos que detectem mutacdes e ndo o acumulo da proteina, confirmaram
que mutacdes no gene TP53 conferem uma pior sobrevida global e menor
sobrevida livre de doenca em casos de cancer de mama, um efeito que seria

independente de outros fatores prognésticos.

Silvestrini et al.(1996) demonstraram em uma grande série de pacientes
linfonodo negativas uma desvantagem na sobrevida global para aquelas
pacientes com a expressao imuno-histoquimica aumentada de p53 (p = 0,024).
Estes achados foram também demonstrados em outros estudos com
linfonodos-negativos usando imuno-histoquimica (Allred et al., 1993; Fresno et
al., 1997; Gasparini et al., 1998; Chung et al., 2004).

Em nossa série de 214 pacientes, 106(49,5%) nao apresentavam
comprometimento metastatico linfonodal. Quando comparamos o grupo
linfonodo negativo com imunodetec¢do positiva de p53 e o grupo linfonodo
negativo sem imunodeteccdo positiva de p53, ndo obtivemos uma associacao
entre tais parametros (57,42% X 58,02%) (p=0,212). Isto demonstra que a
imunodeteccao nuclear de p53 também nao teve importancia prognostica nas
pacientes linfonodo negativas de nossa casuistica.

Quanto a imunodeteccao de p53, 99 pacientes (46,26%) tiveram a
imunodeteccao nuclear positiva da proteina p53, com um valor de corte de
>10%. O anticorpo utilizado na imunodetecgao nuclear da proteina p53 foi o
anticorpo monoclonal DO7, considerado por Horne et al.(1996) como o mais
efetivo na detecgdo de p53. Dados da literatura revelam que a imunodeteccao
nuclear positiva de p53 varia de 12,66% (Stenmark-Askmalm et al., 1995) até

54,84% (Silvestrini et al., 1996) em carcinomas de mama. Os valores de corte
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sdo extremamente variaveis, porém, a maioria considera a imunodeteccao
positiva quando mais de 10% do ndcleo das células tumorais estiverem
corados (Gasparini et al., 1994; Beck et al., 1995; Gohring et al., 1995; lwaya et
al.,, 1997; Zhang et al.,, 1997; Requena et al., 2002; Pellikainen et al., 2003;
Kroger et al., 2006; Crabb et al., 2008).

Elledge (1996) sugere que quanto maior o valor de corte para a
imunodeteccado nuclear de p53, maior a chance de que p53 estar associado
com pior prognéstico em cancer de mama. Allred et al.(1993) obtiveram uma
associagao altamente significativa entre a imunodeteccdo de p53 e menor
sobrevida global (p = 0,0002) quando considerou um valor de corte superior a
52%. Barnes et al.(1993) também demonstraram uma associacao significativa
quando consideraram um valor de corte superior a 75%. Um maior valor de
corte para a imunodeteccao de p53 provavelmente traduz uma correlacao mais
estreita com a presenca de mutagdes no gene TP53.

Correlagbes inversas entre a imunodeteccdao de p53, negatividade de
recptores hormonais e alto grau tumoral foram observadas em varios estudos
(Thor et al.,1992; Malamou-Mitsi et al., 2006; Davidoff et al, 1991; Isola et
al.,1992). Em nosso estudo, a imunodetec¢ao nuclear positiva da proteina p53
nas células tumorais ndo demonstrou nenhuma associacdo com o0s parametros
prognésticos como: idade maior que 60 anos, estadiamento clinico, grau de
anaplasia, receptores de estrogénio e progesterona, c-erbB-2, nimero de
linfonodos axilares comprometidos e o tamanho tumoral (p = 0,029). E
importante ressaltar que neste estudo, observamos uma associacao marginal
entre a imunodetec¢do de p53 e o grau de anaplasia dos tumores, com uma
nitida preponderancia da imunodeteccdo de p53 nos tumores com grau
histoldgico Il (64,1%). Entretanto frente a um maior nimero de tumores grau Il

de anaplasia (60,28%), esta associacao foi prejudicada.

Um estudo histérico sobre fatores prognésticos em cancer de mama
(Cacinelli et al.,1989) descreveu uma série de 2.170 casos, avaliando o
prognéstico de pacientes apos tratamento loco-regional, por um periodo de 5
anos. Os resultados demonstraram que as taxas de mortalidade foram afetadas

significativamente pelo comprometimento dos linfonodos regionais, o tamanho
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do tumor primario, a idade da paciente e o quadrante sede do tumor primario.
Em nossa casuistica, as curvas de sobrevida foram estatisticamente afetadas
em pacientes com: a idade inferior a 35 anos (com baixo poder estatistico pelo
pequeno numero da amostra), 0 comprometimento e o numero dos linfonodos

axilares, o tamanho do tumor e o estadiamento clinico

Em nosso estudo o numero de linfonodos axilares comprometidos
também afetou a sobrevida das pacientes de forma estatisticamente
significativa (p < 0,0001), sendo esse achado semelhante ao da literatura
(Cacinelli et al., 1989; Styblo & Wood, 1998; Cianfrocca & Goldstein, 2004).
Pacientes que nao apresentam comprometimento linfonodal axilar apresentam
um melhor prognéstico, tanto para a sobrevida global, quanto para a sobrevida
livre de doenga (Abreu & Koifman, 2002).

A imunodeteccao da proteina p53 que se acumula em altos niveis no
nucleo € um método é relativamente facil e acurado para deteccdo de
mutac¢des, com uma sensibilidade de aproximadamente de 80%, na maioria
dos estudos clinicos (Allred, 1997). Entretanto, alguns autores consideram por
outro lado, baixa a sensibilidade da imunodeteccdo p53 como 65% (Lai et al.,
2004) e 80% (Allred, 1997; Chakravarty et al., 1996). A analise de polimorfismo
conformacional de cadeias simples (SSCP: single strand conformational
polymorphism) e a eletroforese em gradiente de gel desnaturante (DGE:
denaturant gradient gel electrophoresis) apresentam uma sensibilidade superior
para a detccdo de mutagdo, em torno de 85-90% (Lai et al, 2004) e a
concordancia destes métodos com o seqlenciamento gendmico € de cerca de
96,5% (Chakravarty et al., 1996).

Enquanto a imuno-histoquimica detecta a maioria das mutacdes de
TP53, falsos negativos e falsos positivos podem ocorrer por inUmeras razoes.
Uma imunoexpressao positiva de p53 em auséncia de uma mutagao detectada
pode ser explicada pelo acumulo de proteina p53 selvagem em situacoes de
estresse celular. Do mesmo modo, reacdes de imunodetec¢ao negativa de p53
podem decorrer de mutagdes do gene TP53 como: delegbes, mutacdes

nonsense e missense, associadas com baixos niveis da proteina p53,
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detectaveis a imuno-histoquimica (Robbins,1996).

Poller et al.(1992) detectaram a proteina p53 em carcinomas ductais in
situ com resultados positivos em 25% dos casos. Dos 5 casos de carcinoma
ductal in situ em nossa casuistica, 5 tumores (100%) apresentaram
imunodeteccao positiva da proteina p53 considerando um valor de corte de
10%. Em funcdo do pequeno numero de casos ndo podemos inferir este
namero como real. Estes dados podem sinalizar a necessidade de estudos

mais detalhados em uma maior amostra de carcinomas in situ.

Em nosso estudo, a imunodeteccado de p53 foi positiva em 87,5% dos
tumores cujo tipo histolégico era carcinoma medular. Hurliman (1993) ja
descrevia em seu artigo uma alta taxa de positividade de p53 em carcinomas

medulares (94%).

As dificuldades de se associar o status de p53 as propriedades
biol6gicas das células cancerosas e a sensibilidade destas células as diversas
drogas poderiam ser explicadas em parte pela expressdo das diferentes
isoformas da proteina p53. TP53 contém um promotor interno alternativo no
intron 4 e pode transcrever 9 diferentes isoformas. Essas diferentes isoformas
tém localizagdes subcelulares diferentes. Assim, o uso de painel de anticorpos
anti-p53 em IHQ pode resultar em diferentes padrées em uma mesma amostra
tumoral. Os anticorpos monoclonais DO-1 e DO-7 reconhecem p53, p53B e
p53[1, mas nao reconhecem as outras isoformas de p53. A fim de se obter um
melhor entendimento sobre a imunodeteccdo de p53, uma transcricao reversa
associada a reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) poderia ser utilizada,
visando a deteccdo de diferentes isoformas de p53. Entretanto, tais ensaios
necessitam de RNA de alta qualidade (Bourdon et al., 2007).

Elledge et al.(1994) sugeriam que a importancia prognéstica de p53 em
cancer de mama seria mais evidente se consideradssemos na execucao da
imuno-histoquimica uma combinacdo de anticorpos anti-p53 para tornar o
método mais sensivel e assim obtermos informag¢des mais relevantes do que
com um anticorpo apenas. Ele considerou como anticorpos mais sensiveis o

Pab 1801 e 240. Barbareschi (1996) em sua meta-analise sobre
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imunoexpressdao de p53 e seu valor progndstico em cancer de mama
recomenda o uso de trés anticorpos diferentes para o reconhecimento de trés
diferentes epitopos localizados nas regides N-terminal, média e C-terminal da
molécula de p53. Barnes et al.(1993) reconhecem CM-1, um anticorpo
policlonal, com mudultiplas vantagens por reconhecer diferentes formas
estruturais da proteina p53 e também por ser usado em material fixado em
formalina. Ressalta a importancia de cautela com relagdo ao fato de que a
imunodeteccdo de p53 nem sempre ser indicativa direta de mutacdo do gene
TP53.

A positividade da imunodeteccdo de p53, em auséncia de mutacao
detectavel, pode ser explicada de varias formas. A proteina p53 selvagem pode
acumular-se em niveis suficientes para ser detectada pela IHQ em ambas as
células, normais e neoplasicas, devido ao acumulo da proteina refletir mais
amplamente o ambiente celular, do que simplesmente a estrutura intrinseca da
proteina. A negatividade de reacédo de IHQ em tumores contendo uma mutagao
pode refletir seja a falta de sensibilidade ou a auséncia de acumulo da proteina
p53. Esta Ultima pode ocorrer quando a producdo da proteina estiver
bloqueada ou truncada como resultado de uma mutacéo, particularmente, em
decorréncia de delecdes, mutacdes “splicing” e mutacdes “nonsense’.
Alternativamente, a presenca de mutacao pode ndo ser detectada pela analise
molecular. Regides altamente conservadas do gene (éxons 5-8) séao
geralmente aquelas escolhidas para serem analisadas, tendo em vista que
contém a vasta maioria das mutacées. Mutacbes que ocorrem fora destes
éxons poderdo nao ser detectadas, mas sao menos frequentes (Robbins,
1996). Mais recentemente, estudos moleculares tém se extendido para os
éxons 4, 9 e 10 e observou-se que eles contém um consideravel niumero de
mutacdes (cerca de 15%). O sequenciamento direto do gene TP53 apods
amplificacdo por PCR permanece o “padrdo ouro” de andlise molecular.
Infelizmente, sua sensibilidade permanece limitada, sendo que seu maior
problema seria a presenca de células normais (linfécitos, células estromais)
gue contaminariam as amostras tumorais (Soussi, 2005).

Complicacdes adicionais na interpretacdo da imunodeteccdo de p53
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incluem o numero das distintas formas ou padrées de positividade que podem
ser observadas nos tumores e a selegcdo do percentual minimo ou valor de
corte para a distincdo entre reacdo positiva ou negativa. E provavel que varios
destes padrdes de imunoexpressdo de p53 tenham uma diferente base
bioldgica e que estas diferencas possam ter relevancia biologica. A
imunodeteccdo de p53 estd normalmente localizada no nucleo das células
malignas € nao expressas nas células normais. A mutagdo € normalmente
acompanhada de positividade em amplas propor¢cées da populacdo maligna,
mas os padrées de imunodeteccdo sdo raramente homogéneos. Assim, a
padronizacdo de ambos, metodologia e interpretacdo sdo essenciais para o
uso rotineiro da IHQ (Robbins, 1996).

Falso negativo em IHQ acontece e é geralmente devido ao uso de
somente um anticorpo, e/ou uso inadequado do material, seja fixado em
formalina ou material congelado por um longo periodo (Hurliman, 1993). Ha um
namero de variaveis incontrolaveis no processamento tecidual que poderia
explicar os diferentes padroes de imunodeteccdo entre os blocos
individualmente, como por exemplo, o tempo entre a retirada e a fixagao, o
tamanho do tecido a ser fixado, o tempo que o tecido esta fixado e a
temperatura do estado de embebicdo em parafina. Todos estes fatores tém um
impacto direto na qualidade da preservacao antigénica (Kerns et al.,1992)
Falsos positivos em IHQ também sao descritos e por outras causas que nao as
mutacdes. Causas estas que controlariam a expressdo de p53 (Hurliman,
1993).

A imunodeteccao de p53 no carcinoma da mama como fator prognostico
€ um método controverso, pois a falta de padronizacdo leva a resultados
heterogéneos. As causas da heterogeneidade sao mdultiplas: varios anticorpos
usados, aspectos metodoldgicos (niveis de corte), material a ser analizado (em
parafina, congelados), condicbes de estocagem e variabilidade individual de
interpretacao dos resultados (Soussi, 2005).

O papel crucial de p53 em resposta ao estresse é demonstrado em
varios tipos de células, entretanto, sua contribuicdo para o cancer de mama

ainda é dificil de ser avaliada. Sem duvidas, o numero de fungdes que p53
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desempenha, a diversidade de suas mutacdes, a multiplicidade de proteinas
com as quais interage e a variabilidade genética inerente a progressao da
célula cancerosa, podem resultar em um efeito supressor tumoral, assim como
numa acgao oncogénica de p53. E assim, a ligacdo entre p53 e o0 seu papel
prognéstico ou preditivo permanece pouco clara, apesar de numerosos estudos
a este respeito. Investigacoes futuras sdo necessarias para determinar sob
quais condi¢cdes uma abordagem terapéutica visando p53 poderia ser de real

beneficio para as pacientes com cancer de mama (Lacroix et al., 2006).
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XVII - CONCLUSOES

Com base no estudo realizado podemos concluir que:

1 - A partir da revisdo da literatura, 30 estudos foram selecionados
acerca de importancia prognostica da imunodetecgdo de p53 no céncer de
mama, sendo que 19 deles demonstraram uma associagao significativa entre a
imunodeteccado de p53 e uma menor sobrevida livre de doenca; enquanto que
16 estudos demonstraram uma associacao significativa entre a imunodeteccao
de p53 e menor sobrevida global.

2 - Dentre as pacientes analisadas, a maioria tinha idades acima de 50
anos (54,2%) e apresentavam estadio clinico Il (48,1%); 50,5% apresentavam
comprometimento linfonodal; 41,6% apresentavam tumores com tamanho
intermediarios (2 cm < T < 5 cm); 59,8% apresentavam tumores de grau
histoldgico Il e a grande maioria (84,1%) eram carcinomas ductais infiltrantes.

3 - A imunodeteccéao de p53 foi positiva em 46,3% dos casos.

4 - Os resultados da imunodetecgao de p53 nos tumores de mama foram
semelhantes aqueles relatados por outros estudos, entetanto, diferentes
valores de corte séo utilizados pelos diferentes grupos.

5 - Nenhuma associacao estatisticamente significativa foi demonstrada
entre a imunodeteccao de p53 e os aspectos clinicopatoldgicos estudados.

6 - A sobrevida global das pacientes em cinco anos com cancer de
mama avaliadas neste estudo foi de 77,6%.

7 - Os fatores prognoésticos que influenciaram a sobrevida global foram:
idade inferior a 35 anos, tamanho do tumor, nimero e comprometimento
linfonodal e estadiamento clinico.

8 - A imunodeteccdo de p53 nao influenciou a sobrevida das pacientes

com cancer de mama avaliadas nesta série.
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XIX — Anexos

Anexo 1: Ficha de coleta de dados

Idade:

Data do diagnéstico:

Antec. Ca de mama:

Antec. outras neoplasias:

Localizagdo da lesdo: (1)DIR  (2)ESQ (3)AMBAS

Estadiamento clinico: (1o (2) 1 (3) 1l (4) (5) IV (6) NR
Qt neoadjuvante (1)SIM (2)NAO

Tipo histoldgico: (1)insitu (2)CDI (3)MEDULAR  (4)TUBULAR (5)LOBULAR (6)MUCINOSO (7)OUTRO
Grau de anaplasia: (IINA - (2)1 (3) 11 (4) 1N

RE (1)NA  (2) NEGATIVO (3)POSITIVO  (4)INCONCLUSIVO

RP (1)NA  (2) NEGATIVO (3)POSITIVO  (4)INCONCLUSIVO

C-erbB-2 (1)NA  (2) NEGATIVO (3)POSITIVO  (4)INCONCLUSIVO

p53 (1)NA  (2) NEGATIVO (3)POSITIVO  (4)INCONCLUSIVO

Tamanho do tumor (cm) (=<2 (2>2e<5  (3)>5 (4)NR

N°linfonodos comprometidos (1) 0 (2)1-3 (3) 4-9 (4)210 (5) NR

Data da Ultima consulta

Status na Oltima consulta (1)OBITO (2)VIVO/SED  (3)VIVO/CED

N° meses apoés diagnédstico

quando recidivou

Local de metdastase
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Anexo 2: Aprovacao do comité de ética em pesquisa:CEPACCG
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