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RESUMO

Introducdo: A mutagdo do gene p53 é a alteragdio genética mais frequientemente detectada
em tumores de cabega e pescogo, sendo fundamental em sua carcinogénese. Porém, o
significado clinico e a correlagdo histopatologica desta alteracdo ainda ndo foram
elucidados.

Objetivo: Estudar a taxa de expressdo da proteina p53 no servigo de Oncologia do
Hospital Municipal S3o José de Joinville/SC e seu significado prognostico e correlagdo
histopatoldgica.

Método: Realizou-se, em 31 casos de tumores da regido de cabega e pescogo, um estudo
tipo coorte retrospectivo, entre agosto de 1996 e agosto de 1997, do servigo de Oncologia
do Hospital Municipal Sdo José de Joinville/SC. A mutagdo do gene p53 foi pesquisada
através da expressdo da proteina p53 por imunohistoquimica em carcinomas epiderméides

de cabega e pescogo.

Resultados: A expressio da proteina p53 foi encontrada em 74,2% dos casos. Utilizando-
se o teste exato de Fisher néo se detectou correlagdio entre a presenga de p53 e a graduagdo
histopatolégica (WHO), com p>0,05. Considerando-se os pacientes em estadio Il e IV, a
sobrevida global média do grupo p53 positivo foi de 11,87 meses, ja nos pacientes p53
negativo foi de 30,28 meses, diferenga estatisticamente significativa, com p<0,005. A
sobrevida média em 02 anos também foi melhor em pacientes p53 negativos (57,1% vs
6,25%), com valor de p=0,006.

Conclusio: a taxa da expressio de p53 neste estudo foi de 74,2%, sem estabelecer-se
correlagio entre a presenca da proteina p53 e a graduagdo histopatolégica. A expressdo da
proteina p53 em carcinomas epiderméides de cabega e pescogo parece influenciar a
sobrevida global, porém estudos com maior numero de casos e controle de varidveis como

graduagio histopatolégica e modalidades de tratamento sdo necessarios.

Palavras-Chaves: Genes p53; Neoplasias de cabeca e pescoco; Prognéstico;
Imunohistoquimica; Carcinomas epiderméides.
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SUMMARY

Introduction: p53 gene mutation is the most frequent genetic disturb in head and neck
cancer with an important role in carcinogenesis. However, the clinical relevance and
histopathological correlation of this alteration is not clear.

Objective: To study the rate of p53 protein expression in the Oncology Unit of Sdo José
Hospital in Joinville/SC, its prognostic and histopathological correlation.

Method: It was a retrospective coorte study, where we analysed 31 cases of head and neck
tumors from August 1996 to August 1997. The cases were treated at Sdo José Hospital in
Joinville/SC. p53 mutation was indirectly searched through the hiperexpression of pS3
protein with immunohistochemical analysis in head and neck squamous cell carcinomas.
Results: The rate of p53 hiperexpression was 74,2%. We could not detect any correlation
between p53 protein expression and histopathological grading (WHO) using Fishers' exact
test (p>0,05). In the group of patients with clinical stage Ill and IV, the overall survival
was 11,87 months in p53 positive cases and 30,28 months in the p53 negative ones
(p<0,005). The 2 years survival was also better in the p53 negative patients (57,1% vs
6,25%), with p value of 0,006.

Conclusion: The rate of p53 hiperexpression in head and neck carcinomas was 74,2%
without any established correlation between this alteration and histopathological grading.
The presence of p53 protein in head and neck squamous cell carcinomas may be a factor
that influences the overall survival, but others studies with a larger number of patients and
control of histopathological grading and treatments modalities are warranted.

Key Words: pS3 genes; Head and neck neoplasm; Prognostic; Immuneo-
histochemistry; Squamous cell carcinomas.
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1 INTRODUCAO

O céancer de cabega e pescogo, segundo DeVita et al.', inclui os tumores de
cavidade nasal, seios paranasais, nasofaringe, cavidade oral, orofaringe, hipofaringe,

laringe e glandulas salivares.

Este conjunto de tumores constituiu-se na quarta causa mats frequente de cancer,
tendo como base o percentual de pacientes em atendimento oncoldgico ambulatorial no
Brasil no ano de 2000. Quando se considerou somente o sexo masculino, foi a segunda
neoplasia em freqiiéncia, superada apenas pelos atendimentos por cincer de prostata. Este
quadro estatistico permaneceu semelhante na regido Sul do pais. Quando considerado
especificamente o Estado de Santa Catarina, esta forma de tumor passou a ser o terceiro em
freqiiéncia de atendimentos ambulatoriais, passando para o segundo lugar quando se

analisou somente o sexo masculino®.

A mutagdo do gene p53 foi a alterago genética mais freqiientemente detectada nos
tumores de cabega e pescogo, contribuindo ativamente para o processo de carcinogénese
em associagdo com o tabagismo®. Assim, estabeleceu-se o papel do gene supressor de
tumores p53 na oncogénese dos cdnceres de cabega e pescogo, porém o significado clinico

e a correlagdo histopatolégica desta alteragdo ndo foram ainda elucidados 4

O gene p53 é um gene de supressdo tumoral localizado no brago curto do
cromossoma 17, constituindo-se de 11 exons, 10 introns e 393 codons. Sua mutagdo foi
relacionada 3 carcinogénese de varios tipos de cancer incluindo as linhagens epitelial,
mesenquimal, hematopoiética, bem como tumores do sistema nervoso central. A propor¢ao
desta mutagdo foi variavel dentre as neoplasias, porém nunca atingiu 100%. Portanto, ndo

. , . ~ 5
parece ser uma etapa obrigatoria na oncogénese °.

A maioria das muta¢Ses somaticas do gene p53 constitui-se de substitui¢des de
uma base nucleotidica (mutagio em ponto), resultando na alteracdo de um aminoacido na
proteina p53 (mutagio missense). Podem ainda ocorrer anormalidades na formagdo do
RNAm, término prematuro da transcricio nuclear (mutagdo nonsense) e delegdes

intragénicas (frameshifts). Estas mutagdes estdo distribuidas através dos numerosos



codons, porém a maioria esta confinada a quatro regiées do gene conservadas durante a
evolugio, localizadas nos exons 5 a 8. Dentro destas regides ha quatro codons hot spots
que correspondem juntos a aproximadamente 30% das mutagdes do gene. O resultado

funcional destas mutagdes € a inativagdo do gene s

A proteina p53, composta por 393 aminoacidos, tem quatro regides de diferentes
fungSes. Na porgio N-terminal ha o dominio de transativaggo, importante na ativagdo de
certos genes especificos, como o mdm2. Na regido central da proteina existe o dominio de
ligagio com o DNA. J4 na porgdo C-terminal h o dominio de tetramerizagio responsével
pela formag3o de tetrdmeros da proteina p53, que é sua forma ativa. E ainda na porc¢do C-
terminal ha um dominio regulatério que influencia negativamente o dominio central de
ligagdo a0 DNA'

Em células normais o nivel de proteina p53 ¢ baixo, com meia vida de
aproxidamente 20 minutos, e usualmente indetectavel por imunohistoquimica. Porém, a
proteina p53 com substituicio de um aminoacido tem meia vida muito mais longa,
fazendo-se presente em altos niveis na célula e, consequentemente, permitindo sua
detecgdo pela imunohistoquimica. Assim, esta técnica demonstra uma evidéncia indireta
da mutagio do gene p53°. Além da mutagdo, defeitos na via de degradagdo e ligagdo a

outras proteinas podem aumentar a meia vida da proteina p53".

Em pacientes com a Sindrome de Li-Fraumeni ha uma predisposi¢do ao inicio
precoce de algumas formas de cincer devido ao fato de um alelo do gene p53 ser inativado
ja na linhagem germinativa. Assim, somente um alelo necessita de mutagao somatica para
que a célula escape da atividade supressora de tumor da proteina p53. Em individuos
normais desenvolvendo um tumor esporadico ambos os alelos p53 devem ser inativados na
mesma célula por mutagdo somatica’. Estudos em cancer de cabeca e pescogo e suas
linhagens celulares t8m sugerido que apds a mutagdo de um alelo do gene p53, o alelo

primitivo restante é excluido resultando no fenétipo mutante'Z.

A proteina p53 também pode ser inativada pela ligagdo com as proteinas
denominadas E1B de adenovirus e E6 de papilomavirus, mimetizando o efeito de uma
mutagio génica >°. A fungio normal de gene p53 também pode ser alterada pela
amplificagdo do gene MDM2 localizado no cromossoma 12q ocorrendo freqilentemente

em sarcomas’.
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A proteina p53 normal liga-se a seqiiéncias especificas do DNA e regula a
transcri¢do nuclear de genes da proximidade, como o p21/WAF1/CIP1. A proteina p21,
por sua vez, inibe quinases dependentes de ciclina que s3o proteinas que controlam a
entrada no ciclo celular. Assim, o funcionamento normal da proteina p53 permite a
expressio de p21 que freia a progressio do ciclo celular, mecanismo esse totalmente
perdido quando ocorre a mutagio do gene p53, levando a uma divisdo celular permanente e
descontrolada, caracteristica das células neoplasicas. A proteina conhecida como p21
também inibe a fungsio de uma proteina conhecida como antigeno de proliferacio nuclear
celular (PCNA) que estimula a replicagdo e o reparo de DNA. Portanto, em vez de
constituir apenas um componente de uma via da proliferagdo celular, o p53 ocupa um

papel central neste mecanismo complexo de interagdes 5

A morte celular programada (apoptose) pode ser induzida pela proteina p53 normal
que também impede a transi¢io da fase G1 para S no ciclo celular. O descanso na fase G1
otimiza o tempo para reparo do DNA, reduzindo o dano que é convertido em mutagSes
fixas. Assim, 0 p53 ndo mutado previne a aquisigio de mutagdes sendo denominado de
guardido do genoma Uma via alternativa para prevenir mutacdes é permitir que células

com dano de DNA entrem em apoptose °.

O gene p53 primitivo pode ser ativado pelo gene p14, radiagdo ultravioleta e outras
radiages ionizantes, hipoxia e fatores de crescimento. Esta ativagdo pode ocorrer por

fosforilagdo, acetilagio ou retardo na degradagio da proteina'.

Sabe-se que o tipo de mutagdo do gene p53 ¢é influenciado por carcindgenos
exdgenos, como o benzopireno do tabaco. Mesmo baixos niveis de exposi¢do induzem

mutagdes no gene p53'%.

Tomou-se claro que uma das vias pela qual a radioterapia e quimioterapia exercem
seu efeito anti-neoplasico é através da indugio de dano ao DNA, iniciando em seguida a
apoptose. As células com mutagdo p53 tornam-se, portanto, menos responsivas a estes
agentes terapéuticos. J4 tumores quimiossensiveis como neoplasias testiculares, tem uma
propor¢do muito baixa de mutagdo do p53 5 Isto constitui uma base tedrica para futura

transposi¢do da quimiorresisténcia induzida por p53 mutante .
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O p53 regula a expressdo da trombospondina-1, uma proteina que serve como um
sinal para suprimir a angiogénese. Quando o p53 € inativado, a expressio da

trombospondina-1 é reduzida, o que leva ao desenvolvimento de novos vasos sanguineos °.

Ha uma verdadeira explosdo de informagGes relacionadas as fungdes do gene p53.
Os estudos deste gene e de sua proteina levaram a avangos na compreensio da
carcinogénese, do ciclo celular, da morte celular programada, da resposta ao dano do

DNA, da quimiorresisténcia e da angiogénese °.

Em analises de séries de neoplasias de cabega e pescogo, o gene p53 mutante ocorre
em uma freqiéncia de 42-60%. Esta mutagdo pode ser detectada indiretamente por técnica
de estudo imunohistoquimico usando-se anticorpos monoclonais anti-proteina p53 em
amostras teciduais da neoplasia. A analise direta da mutagfio no DNA das células pode ser
realizada mediante a técnica de PCR-SSCP (single-stranded conformational
polymorphism) que detecta mutagdes em areas definidas do DNA como variantes de

mobilidade eletroforética ou seqilenciamento do DNA *4%%10

Este trabalho focaliza-se na taxa de expressdo da proteina p53 através de técnica de

imunohistoquimica em 31 casos de carcinomas epidermdides de cabega e pescogo.



2 OBJETIVO

Analisar a taxa de expressdo da proteina p53 nos 31 casos de carcinomas
epidermoides de cabega e pescogo no servigo de Oncologia do Hospital Municipal Sio

José de Joinville/SC em relagdo a sobrevida, em particular no estadio clinico I e IV.



3 METODO

Tratou-se de um estudo tipo coorte retrospectivo, onde foram analisados todos os

82 pacientes registrados como casos novos de tumores (malignos ou ndo) de cabega e

pescogo do Servico de Oncologia do Hospital Municipal Sdo José de Joinville/SC, no

periodo de agosto de 1996 a agosto de 1997. A coleta de dados a respeito da sobrevida

global foi realizada através da analise dos prontuarios dos pacientes e informagdes obtidas

dos proprios pacientes ou familiares, com aprovagdo do Comité de Etica da UFSC.

Estabeleceram-se como critérios de inclusio para o estudo da expressdo da proteina

p53:

a) diagnostico histopatologico de carcinoma epidermoide;

b) localizagio dos tumores conforme Classificagdo Internacional de Doengas (CID-10,

décima revisdo)'Z:

cavidade oral: base de lingua CO1, outras partes da lingua C02, gengiva
C03, assoalho de boca C04, palato COS5, outras partes da boca C06.

faringe: amigdala C09, orofaringe C10, nasofaringe C11, seio piriforme
C12, hipofaringe C13.

laringe C32.

glandula paroétida C07.

c) data do diagnéstico histopatologico entre 01 de agosto de 1996 ¢ 31 de agosto de

1997.

d) presenca de prontuario para coleta dos dados.

e) casos com blocos de parafina disponiveis nos Laboratérios de Patologia.

Os tumores foram estadiados conforme American Join Committee on Céancer
(AJCC) que designou o estadiamento baseado na classificagio TNM ( T-tumor, N-
linfonodos, M-met4stases a distancia)!. Os casos foram registrados em protocolo

denominado CCP (CANCER DE CABECA E PESCOCO) 2001 (Apéndice 1).
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Foram adotados como critérios de exclusio:

a) entidades patologicas da regido de cabega e pescogo que ndo carcinomas

epidermoides.

b) localizagio do carcinoma epidermoéide nos labios ou na pele da regido de cabeca e

pescogo.

¢) carcinomas epidermoides de cabega e pescogo com diagnéstico histopatolégico

anterior ou posterior ao periodo entre 01 de agosto de 1996 e 31 de agosto de 1997.
d) casos sem prontuarios disponiveis para andlise,
e) auséncia de neoplasia no bloco histopatolégico examinado.

f) casos com impossibilidade de localizagdo dos blocos de parafina nos Laboratérios
de Patologia.

Uma amostra de tecido neoplasico fixado em formol e embebido em parafina obtido
através de bidpsia ou intervengdo cirtrgica terapéutica foi fornecido pelos laboratérios de
anatomia patolégica da cidade de Joinville/SC. Essa amostra tecidual foi analisada quanto
ao grau de diferenciagdo tumoral obedecendo & graduagdo da World Health Organization
(WHO) em graus I a I ) pela coloragio hematoxilina-eosina O diagnéstico
histopatoldgico foi relatado por dois patologistas independentes (Dr. Antonio Carlos
Scaramello — Jaragud do Sul/SC e Dr. Hercilio Fronza — Joinville/SC) e os casos
divergentes foram avaliados por um terceiro em servigo referencial (Dr. Carlos Bacchi —

Botucatu/SP).

A pesquisa da proteina nuclear p53 foi detectada através da técnica de imuno-
histoquimica utilizando o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) com
modificagdes’®. Os tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina foram cortados
em 3 micras de espessura e montados em laminas de vidro previamente preparadas com o
adesivo poli-D-lisina ® (Sigma Chemical Corporation, P-7886, Saint Louis, MO, EUA)
para evitar o descolamento dos cortes durante a imunocoloragdo. Em seguida, os cortes
foram desparafinizados em xilol por 5 minutos (3 banhos), hidratados em alcool etilico
absoluto (4 banhos) e lavados com solugdo salina tamponada (SST) por 5 minutos, para

bloqueio da peroxidase endégena. A seguir foi utilizado o método de recuperacdo de
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epitopos pelo calor (Solugio Salina Tamponada de citrato com pH 6,4 por 15 minutos em
forno de microondas caseiro SHARP ®, modelo Interactive Touch On a 900W). No
préximo passo, os cortes foram incubados com o anticorpo monoclonal primario DO-7
anti-proteina p53 (Dako Corporation, Carpinteria, Califérnia, EUA) na dilui¢do de 1:300
em média por 16 horas, incluindo o periodo noturno. No dia seguinte, apés lavagem em
Solugdo Salina Tamponada, os cortes foram incubados com anticorpo secunddario
biotinilado anti-IgG de camundongo na diluigio de 1:300 ® (Vector Corporatiom,
Burlingame, California, EUA). A seguir, realizou-se incubag3o por 45 minutos com
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Corporation, Burlingame, California, EUA)
na proporgio de uma gota do reagente A (avidina) e uma gota do reagente B (biotina ligada
a peroxidase) na diluicio de TRIS. Para identificagdo da reagdo, os cortes foram tratados
com solucdo de DAB (3-3)-tetrahidrocloreto de diaminabenzidina na concentragdo de
1mg/ml de solugdo tampdo de TRIS e solugdo de peroxido de hidrogénio por 5 minutos. Os
cortes foram entdo contra-corados com verde metila por 5 minutos com posterior
desidratacdo em banhos de 4lcool etilico absoluto (5 banhos) e xilol (3 banhos). Todos os
passos da reagdo imuno-histoquimica foram realizados 4 temperatura ambiente, com
excegdo da incubagdo no forno de microondas. Entre cada passo da reagdo as laminas
foram lavadas varias vezes com Solugdo Salina Tamponada (pH=7,4). Como controle
positivo foi utilizado carcinoma epiderméide previamente testado para expressdo da
proteina pS53. Esta técnica histopatolégica foi realizada no Centro de Consultoria em
Patologia e Imuno-histoquimica Dr. Carlos Bacchi em Botucatu/SP. A porcentagem de
células positivas para a coloragio empregada foi reportada, e se menor que 5%, o caso foi
considerado negativo para presen¢a de proteina p53'!. Assim estabeleceram-se dois grupos

de pacientes:
a) grupo 1: presenca da proteina p53.
b) grupo 2: auséncia de proteina p53.

A variavel de interesse no estudo foi a verificagdo da expressdo da proteina
pS3 em células de amostras de tecido neoplasico através da técnica de imunohistoquimica
utilizando-se como escala de medida a porcentagem de células coradas pela referida

técnica.
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3.1 - Analise Estatistica

Para a analise da sobrevida global média dos grupos 1 e 2 (com e sem expressdo da
proteina p53, respectivamente), foi utilizada a comparagido de médias independentes com
teste de significancia baseando-se em distribuigdo de t e no teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney. A significancia estatistica foi indicada para valores de p menores que 0,05.

No estudo de associagdo histopatolégica com a mutagdo do gene p53, foi realizado
o teste exato de Fisher considerando-se diferenga estatistica para valor de p menor que

0,0s.

Foram calculadas as propor¢des de mortalidade em 02 anos nos grupos com e sem a
mutagdo p53 e como medida de efeito foi utilizado o risco relativo (RR). Foi utilizado
ainda o teste de diferenca entre duas propor¢des independentes baseado na curva normal e
indicado o nivel de significancia.



4 RESULTADOS

Foram identificados 31 casos de carcinomas epidermoéides da regido de cabega e
pescogo a partir do registro de pacientes oncoldgicos do Servigo de Oncologia do Hospital
Municipal Sdo José de Joinville/SC, no periodo de agosto de 1996 a agosto de 1997.

Destes 31 casos, 27 foram do sexo masculino e 04 feminino (6,7:1).

Distribui¢cdo dos casos segundo o sexo

E Masculino
B Feminino

Figura 1- Distribui¢io dos casos de carcinomas epidermdides de
cabeca e pescoco elegiveis segundo o sexo.

A idade média foi de 57,9 anos, variando de 21 a 87 anos.

Conforme a topografia da lesdo priméria, os tumores foram classificados segundo a

tabela 1. A topografia da faringe incluiu tumores de orofaringe, hipofaringe e nasofaringe.

Tabela 1 - Distribuigdo topografica dos 31 tumores primarios de 6rgdos da cabega e

pescogo
analisaveis.
Cavidade oral 09 29%
Faringe 14 45%
Laringe 07 23%
Parétida - 01 03%

Total 31 100%
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Os tumores foram estadiados conforme American Join Committee on Cancer

(AJCC) que designou o estadiamento baseado na classificagdio TNM.

Tabela 2 — Classificagdo TNM (AJCC) dos 31 pacientes com carcinomas epidermoides de

cabega e pescogo elegiveis.
I 0 0%
1 08 26%
I 13 42%
IV 10 32%
Total 31 100%

A tabela 3 mostra as modalidades terapéuticas a que os pacientes foram submetidos.

Tabela 3 - Abordagem terapéutica instituida nos 31 casos analisados de carcinomas
epidermoides de cabega e pescogo.

Radioterapia exclusiva 10
Cirurgia + Radioterapia 09
Radioterapia + Quimioterapia 08
Quimioterapia exclusiva 03
Suporte 01
Total 31

O tabagismo foi demonstrado em 73,7% dos casos. O tabagismo associado ao

etilismo foi encontrado em 57,9% dos casos.

A sobrevida global dos 31 pacientes analisados foi calculada a partir da data do
diagnostico anatomo-patolégico até a data do 6bito ou ltimo contato com o paciente e/ou
familiar realizado por telefone em janeiro de 2002. A sobrevida global média foi de 25,7

meses, variando entre 01 a 64 meses.

A sobrevida global (%) em 1, 2, 3 e 5 anos é mostrada na figura 2.
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H1 ane

2 anos
H 3 anos
M 5 anos

Sobrevida Global

Figura 2 - Evolugiio da sobrevida global des 31 cases amalisados de
carcinomas epiderméides de cabega ¢ pescogo analisados
por periodos de tempo.

Considerando o grau de diferenciagdo histopatologica, os tumores foram
classificados em graus I, I e III segundo World Health Organization (WHO), sendo grau I
os tumores bem diferenciados, grau I os moderadamente diferenciados e grau III os pouco

diferenciados e indiferenciados. Os resultados (%) sfo mostrados na figura 3.
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Figura 3 - Classificagio dos 31 tumores de cabeca ¢ pescogo quanto a
graduagdio histopatolégica da World Health Organization

(WHO).

Dos 31 casos analisados, em 23 (74,2%) foi detectada a presenca da fosfoproteina

nuclear p53 por técnica de imunohistoquimica. Assim:

a) grupo 1: p53 positivo — 23 casos - 74,2%
b) grupo 2: p53 negativo — 08 casos — 25,8%
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A tabela 4 mostra a relagdo dos casos analisados e os resuitados correspondentes ao
grau de diferenciagdo histopatologica, expressdo da proteina p53 e a sobrevida global.

Tabela 4 — Relagdo dos 31 casos quanto ao grau histopatologico, presenga ou auséncia da
proteina p53 e sobrevida global (SG) em meses

Caso Grau pS3 SG(meses)
01 I - 23
02 | - 46
03 I + 04
04 11 + 13
05 I - 28
06 I + 09
07 II + 12
08 I - 14
09 I + 60
10 I + 06
11 I ¥+ 10
12 I + 28
13 II + 58
14 1 + 22
15 I - 51
16 I + 02
17 1 + 22
18 I - 01
19 I + 10
20 I + 62
21 111 + 18
22 I + 46
23 I - 49
24 I + 15
25 111 + 07
26 I - 55
27 I + 64
28 m B 22
29 I - 11
30 1 + 24
31 I e 05
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A sobrevida global média dos pacientes em todos os estadios clinicos com p53
positivo (grupo 1) foi de 23,04 meses enquanto nos casos p53 negativo (grupo 2) esta taxa
foi de 33,37 meses. A diferenga de 10,33 meses entre os grupos ndo atingiu diferenca
estatisticamente significativa, com p< 0,25 ( p=0,22 pelo teste de Mann-Whitney ).

Ja nos pacientes com estadio clinico III e IV com presen¢a da proteina p53, a
sobrevida média foi de 11,87 meses, enquanto no grupo p53 negativo esta taxa foi de 30,28
meses, diferenga estatisticamente significativa, com p menor que 0,005.

A sobrevida de 02 anos para todos os estadios clinicos foi de 30,4% para o grupo
com p53 positivo e de 62,5% para os pacientes com auséncia de expressdo da proteina p53,
com RR de 2,05 (0,91 - 4,66). O valor de p para a diferenga entre estas proporgdes foi de
0,10. Analisando-se somente os casos com estadio clinico III e IV, encontrou-se sobrevida
de 02 anos de 57,1% no grupo p53 negativo e 6,25% nos pacientes com presenga de

proteina p53, diferenga estatisticamente significativa com valor de p=0,006.

Utilizando-se o teste exato de Fisher, ndo se detectou correlagdo entre a presenga de

p53 e a graduagdo histopatolégica, encontrando-se valores de p>0,05.

A tabela 5 mostra o grau de diferenciagdo tumoral (WHO) conforme a presenca da

proteina p53 por imunohistoquimica.

Tabela S — Classificagdo dos 31 casos de carcinomas epidermoéides de cabeca e pescogo
conforme grau de diferenciagdo histopatologica (WHO) e presenca da proteina
p53.

Grau I (%) Grau IT (%) Grau III (%) Total (%)

pS3 (+) : grupo 1 06 (26) 11 (48) 06 (26) 23 (100)

p53 (-) : grupo 2 05 (62) 03 (38) 00 08 (100)




Figura 5 — Corte histopatolégico de carcinoma de cabega ¢ pescogo com coloragiio
imunohistoquimica para pesquisa da proteina p53: caso negativo.

23
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Figura 6 — Corte histopatolégico de carcinoma de cabeg¢a ¢ pescogo com coloragio imuno-

histoquimica para pesquisa da proteina pS3: caso positive.



5 DISCUSSAO

Os carcinomas epidermoides de cabega e pescogo sdo uma das formas mais comuns
de cancer no homem, com uma incidéncia global de 500.000 casos por ano'®. Apesar das
varias interven¢des terapéuticas, incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a
sobrevida em 5 anos para esta enfermidade teve uma melhora apenas marginal nas duas
ultimas décadas '°,

A classificagido TNM para estes tumores, apesar de extensivamente utilizada na
pratica clinica, estd associada a uma bem reconhecida dificuldade em predizer a evolugédo
clinica dos pacientes. Ndo raramente, tumores com similaridades no estadiamento baseado
em seu tamanho e sitios metastiticos nodal e a distincia, diferern dramaticamente no seu
curso clinico e resposta a terapia instituida. Conseqilentemente, fatores bioldgicos
desconhecidos devem contribuir na determinag3o da agressividade dos tumores em cada
individuo. A identificacio de tais determinantes celulares constituiria em grande vantagem
no sentido de predizer o comportamento biolégico das neoplasias humanas. Recentemente,
o interesse recaiu sobre a expressdo de proto-oncogenes, genes supressores de tumores e

outros marcadores como potenciais fatores prognosticos 7

Este trabalho analisou a expressdo da proteina p53 em carcinomas epidermoides de
cabega e pescogo, através de imunohistoquimica. Em nossa casuistica foram analisados 31
casos que preencheram os critérios de inclus3o. Nestes 31 casos, a prevaléncia foi maior
em pacientes do sexo masculino (6,7:1) (Figura 1). Logullo et al, analisando 63 casos em
S3o Paulo encontrou uma taxa de 4,6:1'%. A diferenca em incidéncia, favorecendo o sexo
masculino, pode ser expressiva (17,6:1) como relatado por Lavieille et al na Franga' ou de

2,2:1 em trabalho realizado por Mineta et al na Suécia 2

A idade média dos pacientes ao diagnéstico foi de 57,9 anos, variando entre 21 a 87
anos. O paciente de 21 anos era portador de carcinoma de nasofaringe. Este perfil etario foi

. ,25,26,27
semelhante a0 encontrado na literatura 172> 2 24.23.26.27

Com relagio a topografia o tumor mais frequiente foi da faringe (45%) que incluiu

lesdes da orofaringe, nasofaringe e hipofaringe (Tabela 2). Este dado variou na literatura,
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sendo que Lavieille et al encontrou 83% de tumores na faringe'®, Ma et al 58% também na
faringe”’. Nagai et al, analisaram 90 casos de carcinomas epiderméides primarios de
cabega e pescogo em Sdo Paulo (Hospital AC Camargo) e encontraram 51% das lesdes em
cavidade oral”®. J4 Tamas et al verificaram que 76,5% dos seus 51 casos de tumores de

cabega e pescogo na Hungria encontravam-se na laringe 3

O estadiamento clinico TNM (AJCC) era II ou IV em 74% dos casos e nenhum
paciente analisado neste estudo esteve no estadio I (Tabela 2). Gapany da Universidade de
Cincinnati'’ encontrou, na sua casuistica, 85,2% dos pacientes em estadio I ou IV. Em
Freiburg, Alemanha, Ma et al verificaram que entre 48 casos de tumores de cabega e
pescogo, 87,5% foram diagnosticados em fase avangada de evolugio?. O tabagismo e
etilismo, carcindgenos sabidamente implicados na cancerizagdo em campo do trato
aerodigestivo alto?', sdo freqiietemente encontrados nestes pacientes. Em nosso estudo,
73,7% dos pacientes somente fumavam e 57,9% consumiam alcool e tabaco. Mesmo
baixos niveis de exposi¢do ao cigarro induzem mutagbes do gene p53%. Portanto, o
diagnéstico da doenga em fases avancadas parece depender de determinantes bioldgicos,

sociais e ambientais.

A sobrevida global dos 31 pacientes neste estudo, independente do status de p53,
foi de 25,7 meses. Em um ano, 67,7% dos pacientes estavam vivos, sendo que esta taxa
caiu para 38,7% em dois anos e somente 9,7% em 5 anos (Figura 2). Esta constatagdo de
baixa sobrevida global em 5 anos, quando comparada a literatura, refletiu basicamente o

estadio avangado em que foram diagnosticados os tumores em nossa casuistica (Tabela 2).

A expressdo do gene de supressdo tumoral p53 tem sido extensivamente estudada
em carcinomas de células escamosas de cabega e pescogo. A proteina p53 tem
demonstrado um importante papel da manutengio da integridade genémica, suprimindo a
replicagdio celular apos dano ao DNA, permitindo, assim, tempo para o reparo tecidual. A
expressio da proteina p53 foi verificada em carcinomas epidermoéides de cabega e pescogo
numa taxa variando entre 23% a 86%, com média aproximada de 50%. A mutagdo do gene
p53 resulta em uma proteina alterada, com meia vida mais longa, permitindo a detec¢do
indireta da mutago genética por coloragdo imunohistoquimica, que demonstra reatividade
nuclear”. Esta mutagfio também é encontrada em outros tipos de tumores como: pulméo
(70%), estdbmago (45%), mama (30%), célon (65%), linfoma (30%), eséfago (44%),
bexiga (61%), leucemias (10%) 7.
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Em nosso estudo, a expressdo da proteina p53 mutada foi considerada positiva em
23 de 31 casos, ou seja, 74,2%. Em um estudo brasileiro publicado por Logullo et al em
1997, foram analisados 63 espécimes de tumores de cabega e pescogo, sendo encontrado
positividade para pS3 em 30 casos (48%) através de imunhistoquimica, utilizando o
anticorpo monoclonal D07 — DAKO™ Nagai et al, também no Brasil, analisaram 90 casos
de carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo utilizando a técnica de PCR-SSCP( protein
chain reaction — single-stranded conformaitonal polymosphism) e verificou mutagio do
gene p53 em 53% dos casos?2. Na Europa, mais especificamente, Hungria, Tamas et al
obtiveram a taxa de expressdo de proteina mutada de 48,8% num estudo retrospectivo de
51 pacientes usando imunohistoquimica”. Num estudo sobre a expressio de p53 e
proteinas relacionadas ao stress (HSP27 e HSP70) em cincer de cabeca e pescogo,
encontrou-se positividade de p53 em 60% dos casos por imunohistoquimica®™. Assim, o
espectro de mutagdo do gene p53 pode variar entre as populagdes devido & susceptibilidade

genética ou exposi¢do ambiental =

A imunohistoquimica é um método laboratorial que identifica com efic4cia a
mutagdio do gene p53? Utilizamos este método no trabatho em discussdo devido ao seu
difundido uso na literatura, baixo custo, reprodutibilidade e facil acesso. Geralmente uma
associagdo entre a expressdo protéica por imunohistoquimica e a mutagdo do p53 detectado
por anilise molecular ¢ assumida®. No entanto, em carcinomas epiderméides de cabega e
pescogo ha evidéncias emergentes de uma discrepancia nos resultados alcangados por estes
diferentes métodos. Achados de falsos negativos na imunohistoquimica poderiam ser
atribuidos a mutagio em splices. frameshifts e mutagdes nonsense, que levariam a geragéo
de proteinas truncadas ndo detectadas pelo método. Ainda pode haver falsos negativos
devido a hiperfixagdo, fixagdo retardada ou processamento inadequado do tecido, o que
pode levar a degradagdo da proteina p53, ndo permitindo sua consequente detecgdo. Por
outro lado, os falsos positivos podem advir de aumento do nivel de proteina p53 primitiva
(normal) conseqiiente ao dano celular provocado por quimioterapia ou radioterapia. Outras
proteinas como o produto do oncogene MDM2, produtos do virus SV40, EBI de
adenovirus, E6 do HPV, podem ligar-se a proteina p53 inativando sua habilidade de agir
como fator de transcrigdo, resultando na estabilizagdo de p53 2 No estudo de Mineta et al

a imunohistoquimica e a analise molecular por PCR-SSCP discordaram em 43% dos
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casos™. J4 Calzolari et al encontraram uma correlagdo entre imunohistoquimica e PCR-

SSCP em 60 de 85 casos (71%) com valor de p=0,0013 *.

Varios estudos tem implicada a expressdo da proteina p53 como um fator de
prognostico independente em carcinomas de mama, estdmago, colon/reto, bexiga e pulmao
oat cell. No entanto, a relevancia clinica da expressdo de p53 em cincer de cabega e
pescogo ¢ controversa®.

De uma maneira geral tumores exibindo um acumulo de p53 tendem a ser de alto

grau histopatolégico e mais agressivos .

Mineta et al, analisando 77 casos de cincer de cabega e pescogo verificaram que,
em analise univariada, a mutagio do pS3 detectada por PCR-SSCP est4 associada a
sobrevida global reduzida com valor de p=0,001, sendo que em analise multivariada a
mutagio do p53 ainda consistia num forte fator de risco para a sobrevida®. Num estudo
sobre angiogénese tumoral e mutagdo p53, esta mutagdo relacionou-se com menor
sobrevida global (p=0,003) e menor sobrevida livre de doenga (p=0,02). Shin et al, no
estudo de 69 pacientes, verificaram que a expressio da proteina p53 por
imunohistoquimica relacionou-se a menor sobrevida global com valor de p=0,002 ' Por
outro lado, vérios autores”>>?>?3! n34 encontraram correlago entre a expressio de p53

ou mutagio do mesmo gene por anilise molecular com a sobrevida global.

No presente estudo, a sobrevida média global dos pacientes com expressdo de p53
(grupol) foi de 23,04 meses, enquanto nos casos p53 negativos (grupo 2) esta taxa foi de
33,37 meses. A diferenga entre os grupos foi de 10,33 meses, porém ndo atingiu valor
estatisticamente significativo, com valor de p menor que 0,25. Quando se analisou a
sobrevida em 02 anos, para os pacientes p53 positivos a taxa foi de 30,4%, e para os casos
negativos, a taxa foi de 62,5%, com risco relativo de 2,05 (0,91-4,66 IC 95%), porém com
valor de p=0,10.

Apesar de nio estatisticamente significativo, o estudo revela uma tendéncia a
melhor sobrevida em 02 anos para pacientes sem a expressdo da proteina p53. Deve-se, no
entanto, considerar o pequeno tamanho da amostra e o baixo numero de casos p53
negativos (8 casos). Sabemos que a sobrevida dos carcinomas de cabega e pescogo esta
intimamente relacionada ao estadiamento no diagnostico e uma analise estatistica desta

sobrevida sera necessariamente influenciada por esta variavel. Entre os 31 casos
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analisados, 08 pacientes encontravam-se no estadio clinico II, sendo 07 no grupo 1 (p53
positivo) € 01 no grupo 2 (p53 negativo). Esta varidvel ndo balanceada entre os grupos do
estudo pode ter conferido aumento da sobrevida para o grupo com presenca de p53 (grupo
1). Ao proceder-se a exclusio dos casos em estadio II, foi encontrada significativa
diferenc¢a na sobrevida de 02 anos, favorecendo o grupo com p53 negativo (57,1% vs
6,25%), com valor de p=0,006. J4 na andlise da sobrevida global média, agora somente
com os casos em estadio IIl e IV (doenga locorregional avangada sem metdstases a
distancia), os pacientes com p53 positivo sobreviveram em média 11,87 meses, enquanto 0
grupo p53 negativo 30,28 meses, diferenca estatisticamente significativa, com p menor que
0,005. Assim, a presenga da proteina nuclear p53 em carcinomas epidermdides de cabega e
pescogo pode constituir um fator influenciador na sobrevida destes pacientes, porém outras
varidveis como gran de diferenciagio tumoral’®, método laboratorial de pesquisa da
proteina p53 ou da mutagdo do gene p53 e modalidades terapéuticas instituidas sdo
também importantes na analise da sobrevida global. Isto justifica a realizagdo de estudos
com maior nimero de pacientes, onde estas varidveis possam ser controladas e o real

impacto da presenga da proteina p53 possa ser determinado.

A expressio da proteina p53 também tem sido associada a graduagdo
histopatologica com valor prognéstico®®. No entanto ha estudos que deixam de mostrar esta

correlagiio como demonstrado por Field et al %°.

Neste trabalho encontraram-se 35,5% de tumores grau I, 45,2% grau Il e 19,3%
grau III, segundo a classificagio da World Health Organization (WHO) e independente do
status de p53 (Figura 3). Esta distribuigdo varia segundo os autores'®”, mas foi semelhante

entre o estudo atual e os casos reportados por Mineta et al®.

Reithdorf et al evidenciaram um aumento da positividade da proteina p53 por
imunohistoquimica entre grau I para grau III, sendo que no grau I a imunoreatividade foi
mais restrita a camada basal e em grau III esta reagdo teve distribuicio mais difusa®.
Maass et al analisaram a mutagdo de p53 por imunohistoquimica e pesquisa de anticorpos
séricos pelo método ELISA e encontraram forte correlagdo com a graduacio
histopatologica: quanto mais indiferenciado o tumor maior a reatividade para p53*. O
estudo brasileiro de Logullo et al também mostrou correlagio positiva com o grau
histopatologico com valor de p=0,02519. Também foi relatado um estudo em que uma

associagdo inversa foi notada entre o p53 e o grau de diferenciagio, marginalmente
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significativa (p=0,09)”. Viérios autores, no entanto, deixaram de demonstrar esta
correlagio!®1 7192122233132 g anglise dos 31 casos deste trabalho, ndo detectou-se
correlagdo entre a expressdo de p53 e graduagdo histopatolégica, com valor de p maior de
0,05 no teste exato de Fisher. Verificou-se, no entanto, que todos os 06 casos de tumores
grau III expressaram a proteina p53, parecendo haver uma tendéncia a pouca diferenciacdo

em tumores p53 positivos(Tabela 5).

A contribuigio de nosso estudo imunohistoquimico da proteina p53 nos carcinomas
epiderméides de cabega e pescogo foi de demonstrar sua taxa de expressdo em um Servigo
de Oncologia de Referéncia para a Regido Norte de Santa Catarina que possui o unico
Servico de Radioterapia desta Regido, importante parte do arsenal terapéutico desta
patologia.

Apesar da alta prevaléncia da expressdo de p53 em carcinomas epidermodides de
cabega e pescogo, seu significado clinico ainda permanece controverso e incerto. Sabe-se,
no entanto, que um fator importante na resisténcia a terapia em tumores recorrentes € a
mutagdo do p53, pois ele desempenha um importante papel da indugdo da apoptose em
resposta a agentes genotéxicos como a radioterapia e quimioterapia®. Baseado neste
conhecimento, Gayly et al, j4 em 1997 mostraram resultados promissores de estudos de
fase I com o agente Onyx 015, um adenovirus que carreia o p53 primitivo e infectam
seletivamente células com mutagdo p53. Os quimioterapicos do grupo dos taxanes, que
induzem apoptose por uma via independente ao p53, tém tido bons resultados em tumores
refratarios a cisplatina’®. Portanto, a mutagio do p53 gerando uma proteina estruturalmente
alterada podem, entre outros, ter significante implicag3o terapéutica e prognostica.



6 CONCLUSAO

A taxa de expressdo da proteina p53 aferida por imunohistoquimica em carcinomas
epidermoides de cabega e pescogo no servigo de Oncologia do Hospital Municipal Séo
José de Joinville/SC é de 74,2%.

A correlagdo entre a expressio da proteina p53 e o grau de diferenciagdo

histopatolégica (WHO) ndo ¢ estabelecida.

A presenga da proteina p53 em carcinomas epidermodides de cabega e pescogo
estadio ITI e IV pode ser um fator que influencia a sobrevida global, porém estudos com
maior numero de casos e controle de varidveis como graduagio histopatologica e
modalidades terapéuticas instituidas s3o necessarios para avaliar o real impacto da

expressdo desta proteina na sobrevida dos pacientes com esta neoplasia.
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APENDICE

PROTOCOLO DE PESQUISA CCP (CANCER DE CABECA E
PESCOC0)2001

a) Numero do prontuario:

b) Namero da lamina/bloco:

¢) Idade ao diagnostico:

d) Sexo:

e) Topografia do tumor:

f) Data do diagnostico patologico:
g) Anatomo-patologico inicial:

h) Estadiamento TNM:

1) Tratamento:

1) Dafa da recidiva:

k) Data do 6bito ou ultimo "follow up":
1) Diagndstico patoldgico revisado:
- patologista 1:

- patologista 2:

- patologista 3:

m) Imunohistoquimca:

( ) Negativo
( ) Positivo



