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RESUMO

A proteina p53 é codificada pelo gene supressor de tumor p53, tendo uma importante fungdo no
ciclo celular, o qual consiste em reparar o DNA, quando ocorre alguma mutacdo nas bases da
molécula. Quando ndo consegue completar o reparo, a proteina induz a célula mutada entédo a
apoptose (Morte celular programada). O gene p53 é encontrado mutado em mais de 50% dos
casos de canceres humanos, sendo que, caso a p53 nédo exer¢a a sua funcao, tal quadro evolui,
atuando assim como um oncogene, ativando a expressdo de outros genes e reacdes,
influenciando no processo de carcinogénese. A proteina p53 € frequentemente encontrada em
diversos tipos de canceres como mama, colorretal e figado. A técnica laboratorial mais utilizada
para identificagdo da expressdo da proteina p53 em tumores é a Imuno-histoquimica, mas outras
técnicas também sdo utilizadas. Verificou-se que sexo, idade, e fatores ambientais ndo estao
relacionados a expressado da proteina p53, mas as substancias contidas no cigarro influenciam na
expressao da proteina. Foi verificado também que fatores ambientais estdo intimamente ligados a
formacgédo do cancer. A proteina p53 é vista como um fator de mau progndéstico para o cancer, e
muitos estudos mostraram que ela esta ligada também ao tratamento do mesmo. Verificou-se que
0 processo de expressédo da proteina p53, assim como os dados de sua ocorréncia podem estar
correlacionados aos diversos tipos de canceres, em quadros de oncogénese em humanos..
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ABSTRACT

The p53 protein is encoded by the tumor suppressor p53 gene, being very important to cell cycle
function, which acts to repair DNA, when there is some change in bases of molecule. When can not
complete the repair, this protein induces the cell to apoptosis (programmed cell death). The p53
gene is found mutating on over 50% of all human cancers, and if p53 does not exercise its function
as disease progresses, thus acting as an oncogene, activating the expression of other genes and
reactions, influencing process of carcinogenesis. The p53 protein is often found in various types of
cancers like breast, colorectal and liver. The most widely used laboratory technique for identifying
the expression of p53 protein in tumors is the Immunohistochemistry, but other techniques are also
used. It was verified that sex, age, and environmental factors are not related to p53 protein, but the
substances in cigarette influence on protein expression. It was also observed that environmental
factors are closely correlating to formation of cancer. The p53 protein is seen as a poor prognostic
factor for cancer and many studies. have shown that it is also linked to equal treatment. It was
found that the process of p53 protein and the data can being correlated to various types of cancers,
in humans oncogenesis cases with.
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INTRODUCAO

De uma forma geral, o conceito universal de célula consiste como uma
unidade bésica de todo ser vivo, sendo que para que um determinado organismo
cresca, essas células precisam dividir-se. A divisdo celular € conhecida como
Mitose, sendo composta por diversas fases denominadas G1, S, G2 e M, havendo
entre essas fases inumeros eventos. (DE ROBERTIS, 2001).

No meio desses eventos, pode ocorrer provavel mutacdo em nivel de
codigo genético, embora ndo ocorra com muita frequéncia. Tais mutacfes, sédo
erros ocorrentes durante a replicacdo do DNA, mais precisamente nas bases da
molécula. (KARP, 2005).

Quando tais mutagdes ocorrem, muitos genes séo ativados para que o DNA
seja reparado e a normalidade citogenética seja mantida. (THOMPSON, 2002).

Esses genes reparadores do DNA, geralmente sdo mutados nas células e
produzem uma cascata de outras mutacbes e reacdes, fazendo com que as
mesmas continuem a se dividir de maneira errada, dando origem a uma linhagem
de células, as quais ndo respondem a maquinaria normal do organismo, formando
aglomerados celulares anormais, os tumores, conhecidos como canceres, sendo
que esses tumores possuem a propriedade de invadir tecidos do organismo.
(KARP, 2005).

Thompson (2002), ressaltou que o processo de formagdo de tumores
comeca apenas por uma célula somatica em algum lugar do organismo.

No processo de oncogénese, inUmeros genes estdo envolvidos em
inUmeras atividades como, progressdo de uma célula ao longo do ciclo celular,
adesdo de uma célula as suas vizinhas, apoptose e o reparo no dano do DNA.
(KARP, 2005; THOMPSON, 2002).

A apoptose é a morte celular programada, a qual ocorre sem reacéo
inflamatoria, sendo diferente da necrose, sendo que sua fungdo consiste em
remover células de tecidos danificadas, envelhecidas, ou potencialmente
perigosas como as células tumorais. (PINHO, 2000; DE ROBERTIS, 2001).



Os genes responsaveis pela apoptose e pelo reparo no DNA, séao
conhecidos como genes supressores de tumor. Esses genes, tem por funcéo
bloquear o desenvolvimento do tumor para que haja, crescimento celular normal.
Com a mutacdo e a consequente perda da funcdo da proteina codificada por
esses genes, ocorre entdo uma divisdo descontrolada, permitindo assim o
crescimento anormal e inducéo a apoptose deficiente. (THOMPSON et.al., 2002).

Vulgarmente conhecido como Guardido do Genoma, um dos genes
supressores tumorais, mais estudados hoje em dia € o gene p53. Tal gene é
considerado como de grande importancia na génese do cancer humano. (PINHO,
2000; KARP, 2005).

O gene p53 esta localizado no cromossomo 17 (17p.13.1), conforme citado
por Klumb (2002), codificando uma fosfoproteina de 393 aminoacidos, foco de
estudo deste trabalho.

O gene da proteina p53, tende a ser mutado em eventos tardios, sendo que
sua mutacdo € ocorrente em cerca de mais de 50% dos casos de tumores
humanos. A sua auséncia € responsavel por uma doenca conhecida como
Sindrome de Li-Fraumeni e as vitimas dessa doenca estdo acometidas a varios
tipos de cancer como mama, cérebro e leucemia. (KARP, 2005).

Para que haja a mutacdo do gene p53, faz-se necessario que exista
mutacdo em ambos 0s seus alelos, caracteristica dos genes supressores
tumorais, sendo que uma célula que estad carregando o DNA mutado falha e
assim, nao é eliminada. (THOMPSON, 2002).

Conforme citam Rocha et al. (2004), o gene p53, codifica uma proteina
chamada de proteina supressora de tumor p53, de peso 53 kDa, derivando dai
seu nome, cuja funcdo esta associada ao de seu gene, que é preservar a
integridade gendmica, para que durante a mitose seja preservada a mesma
sequéncia de nucleotideos de toda molécula de DNA ao longo do ciclo celular.

Quando ocorre uma mutacao no gene, a proteina p53 entdo torna-se nado
funcional e colabora para desencadear uma instabilidade genética, iniciando desta

forma a transformacao maligna. (FELIN et.al., 2008).



A p53 pode levar uma célula a apoptose no final das fases G1 ou G2.
(FORONES et. al. 2005).

De acordo com De Robertis (2001), a p53 controla o estado do DNA antes
que a célula entre para a fase S do ciclo celular.

A proteina p53 tem a capacidade de por si sO ligar a sequéncias especificas
de DNA, sendo como um fator de transcricdo que controla de forma positiva e
negativa a expressao de diversos genes, envolvidos em vérias vias celulares, e
também atuando na apoptose. (KLUMB; CAVALCANTI-JUNIOR, 2002).

Quando ocorre a mutacao do gene p53, a proteina age entdo como um
oncogene, que além de modificar suas caracteristicas funcionais, aumenta
também sua meia vida, podendo durar até duas horas. (SIROMA; BARACAT,
2006).

A proteina p53 é comumente encontrada em diversos tipos de cancer,
sendo mais frequentes o Cancer de mama, de figado, e colorretal. Alguns estudos
de Parise Junior (2004), mostraram a expressao de p53 em progndstico no
carcinoma de cabeca e pesco¢o, mas ainda existem controvérsias a seu respeito
e a sua funcéo, nesses tumores.

Devido a maior estabilidade de degradacdo, a proteina p53 mutada,
apresenta maior tempo de degradacdo sendo muito facil identificar sua expressao
em tecidos através de técnicas Imuno-histoquimicas. Assim, quando o gene p53 é
ativado a mesma ativa outros genes e outras proteinas e vice-versa, tanto na
reparacdo do DNA e inducdo a apoptose quanto no processo de carcinogénese.
(PRIOLLI et. al., 2008).

Conforme Karp (2005), a proteina p53 atua como um fator de transcrigao,
precisa estar ligada a um gene chamado Bax, cujo produto codificado inicia a
apoptose.

O nivel de concentracdo de gene p53 na fase G1 do ciclo celular € muito
baixo, mas se a célula entra em contato com fatores cancerigenos o nivel dessa
concentracdo aumenta rapidamente, havendo assim uma diminuicdo na
degradacéo da proteina. A degradacao da proteina € realizada com a expressao

de uma outra proteina chamada de MDM-2, onde a p53 se liga a ela, e vai para o



citosol onde é destruida, assim o tumor tem mais uma chance de se proliferar,
ficando também mais resistente as drogas quimioterapicas e a radiacao, porque o
gene nao vai encaminhar a célula mutada para apoptose, ficando resistente a um
novo tratamento. (KARP, 2005).

Em relacéo a acdo de outras proteinas atuando em conjunto com p53, Felin
(2008), notou que em Adenocarcinomas Intestinais, uma enzima denominada Cox-
2 atua junto com p53, onde a mesma inibe a transcricdo de tal enzima, sugerindo
que o p53 € um determinante para a expressao de Cox-2, que por sua vez pode
gerar efeitos na proliferacao celular e no prognostico aumentando o potencial de
ocorrer metastases com algumas células destes adenocarcinomas.

Em céancer gastrico e intestinal e metaplasia, existe também o gene Bcl-2
que codifica uma proteina a KD26, o qual é conhecido como um inibidor da
apoptose, podendo ser uma célula generalizada na morte de genes supressores
de tumor. A expresséao de Bcl-2 € um mecanismo pela qual células podem escapar
da apoptose por p53. (FORONES et al., 2005).

Verificando a incidéncia de expressado de proteina p53, uma das maiores
incidéncias ocorre no cancer de mama, o qual configura como o segundo tipo mais
frequente e o primeiro a causar Obitos entre mulheres. A super expressao de p53
esta relacionada em muitos estudos com o pior progndéstico para sobrevida livre da
doenca global. (SIROMA; BARACAT, 2006).

De acordo com Almeida (2004), a associacao de proteina p53 com o grau
nuclear e o proto-oncogene HER-2/neu, sdo fatores associados a proliferacado
celular e o progndstico do carcinoma de mama.

O cancer colorretal ocupa a quarta posicao entre mortes causadas por
cancer e seu prognaostico também esta relacionado com a expressao de p53, onde
exista 0 gene mutado de 60 a 80% dos casos descritos por Prolli et.al. (2008). Por
outro lado Pinho (2000), ressaltou que a mutacdo da proteina p53 em tumores
retais, traz recidivas no local pela radioterapia pré-operatéria e anticorpos séricos
anti-p53 estéo relacionados com uma menor resposta tumoral a quimioterapia.

No carcinoma hepatocelular, a ocorréncia da mutacdo em p53, ocorre

devido a presenca de uma toxina que causa intoxicacao alimentar a Aflatoxina B1,



a mutacdo ocorre na terceira base do cédon 249, na base G - T. (PANNAIN,
2004; GRIFFTHIS, 2002).

Esse é um dos poucos estudos que discutem a influéncia de fatores
ambientais ligados a mutacdo de p53. Griffthis (2002) também mostrou que os
raios UV causam mutacdo em p53 nas bases CC - TT, nos canceres de pele.

Em osteoblastomas, tumores de glandulas salivares, a incidéncia de
expressdo de p53 existe mais € encontrada em baixas concentracdes. (OLIVEIRA,
2007; SOUZA, 2005).

Existem varias técnicas para se identificar a proteina p53 como PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), Imuno-histoquimica e Microarray, mas o PCR
€ uma técnica relativamente cara e demorada, sendo a Imuno-histoquimica uma
técnica de facil acesso e com 0 mesmo grau de precisdo em diagnéstico. (KLUMB
e CAVALCANTI JUNIOR 2002; PRIOLLI 2008).

A técnica de microarray consiste numa técnica que permite o estudo da
expressdo de varios genes obtidos numa mesma amostra de tecido. (PRIOLLI,
2008).

A técnica de Imuno-histoquimica compreende numa técnica barata e de
diagnéstico preciso. O método da IH consiste na eliminacdo da parafina dos
cortes, exposicao antigénica em panela de pressdo ou forno de microondas,
seguindo por marcacdo com o Anticorpo Monoclonal (AcMo) e revelacédo. A IH tem
suas limitagOes e a auséncia de marcacéo néo significa auséncia de alteracao da
proteina (falso negativo). Inversamente, o0 acumulo da proteina ndo é sinébnimo de
mutacdo. A auséncia de expressdo da proteina pode ocorrer em virtude de
condi¢cdes adversas de fixacdo do tecido diminuindo a sensibilidade da técnica.
(KLUMB; CAVALCANTI- JUNIOR, 2002).

O anticorpo monoclonal mais utilizado na técnica de Imuno-histoquimica, é
o Ac de camundongo anti-p53, clone DO7, na diluicdo 1:100. (MENEZES et. al.,
2006).

A variagcao da expressdo de p53 varia com o anticorpo usado. (LOPES et.
al., 2005).



O objetivo do presente trabalho, consistiu em compreender a relacéo entre
gene p53 e proteina supressora de tumor p53, estabelecendo a relacdo entre
proteina supressora de tumor e oncogenes. Também buscou entender a diferenca
entre proteina supressora de tumor p53 reparadora do DNA e expressdo da
proteina mutada, assim como o entendimento das novas técnicas laboratoriais

para identificacdo da proteina em tumores.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho de pesquisa foi realizado no Hospital do Cancer A. C.
Camargo, na cidade de S&o Paulo, em 27 de Julho de 2009, a fim de descrever a
funcéo e a expressao da proteina p53,

Assim, o presente trabalho foi realizado por meio de dados notificados
junto a biblioteca de dados do hospital, onde estdo arquivados as pesquisas
realizadas em laborat6rio pelo préprio hospital ou conveniadas a eles.

Desta forma, foram coletados o0s seguintes dados, sendo: 6 (seis)
dissertacbes de Mestrado, 4 (quatro) Teses de Doutorado, e 6 (seis) artigos
cientificos totalizando 15 (quinze) trabalhos, todos relacionados a expressédo da
proteina p53 em diversos tipos de cancer. Também foram pesquisados os tipos de
tumores estudados na pesquisa e se 0s mesmos conferem com a incidéncia
apresentada na Introducdo desde trabalho e sua relagcdo com a proteina p53,
assim as técnicas laboratoriais mais frequentemente utilizadas para identificar a
proteina p53, com seus respectivos anticorpos utilizados na identificacdo e
também se fatores ambientais estdo de fato relacionados com a expressao da
proteina, ou se sua expressao é um defeito apenas genético, ocorrido ao nivel de
DNA, os tipos de mutacdes freqientes que ocorrem em p53, a frequéncia de

casos positivos para p53 nos tumores estudados.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados foram retirados de trabalhos relacionados aos seguintes tipos de
cancer: Cancer de mama, vesicula biliar, de boca, leucemia, cancer de cabeca e
pescoco, linfomas, melanomas, cancer de utero, tiredide, e bexiga.

Assim como Klumb e Cavalcanti Junior et. al. (2002), utilizaram em seus
estudos a técnica de Imuno-histoquimica (IH), quatorze dos dezesseis trabalhos
analisados aqui, também a utilizaram em larga escala.

A técnica de IH, se subdivide em varias técnicas como: Streptavidina-
biotina-peroxidase (usada em 8 trabalhos), APAAP (um trabalho),
Imunoperoxidase Convencional em conjunto com IH com Amplificagao de Sinais
( usada em apenas um trabalho), e ABC-Peroxidase (um trabalho).

As outras técnicas utilizadas foram a técnica de Microarray, PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase), Citometria de Fluxo em conjunto com
Imunocitoquimica, no trabalho estudado verificou que essas técnicas sao as mais
aptas a identificar a expresséo de p53 nas leucemias.

O anticorpo monoclonal (AcMo) mais utilizado foi anti-p53 de camundongo,
clone DO7, e a diluicdo variou bastante entre os trabalhos analisados (1:50, 1:100,
1:4000, 1:10).

Em relacdo aos anticorpos utilizados, assim como Lopes et.al. (2005),
verificou-se que os resultados de expressdo de p53 realmente variam com o
anticorpo utilizado.

As mutacdes em p53 verificadas nos estudos, sdo dos tipos missense e
nonsense, e a missense obteve uma coloragéo positiva para p53, sendo mais

freqlente que a nonsense em tumores positivos para p53.

Na técnica de IH o nucleo das células positivas para a expressao de p53 se

coram de castanho e marrom, como observada na figura a seguir (Ex.: Figura 1.)
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Figura 1. Melanoma in situ as células coradas em marrom sao
positivas para expressao de proteina p53, através da técnica de IH
(Streptavidina-biotina peroxidase).

A mutagdo missense ocorre quando ha uma troca de nucleotideo e
consequentemente ocorre alteracdo da expressao da proteina p53. Ja a mutacao
nonsense ocorre quando ha dele¢cbes de por¢cdes do gene ou insercdo de
nucleotideos. (KLUMB; CAVALCANTI — JUNIOR, 2002).

De acordo com Karp et. al. (2005), foi verificado também que a freqiéncia
de positividade para p53 em diversos tipos de tumores, foi maior que 50% na
maioria dos casos, como 58% de positividade de p53 no cancer de tiredide, 57,1%
em carcinoma in situ da boca, 83,1% em céancer de mama, 67,7% em cancer da
bexiga, 91% para melanomas, 55% em céncer de cabeca e pescoco, 86,7% para
cancer de visicula biliar, 50% em neoplasias intra-epitelial vulvar, 70% no
colorretal.

Pode-se verificar que Idade, sexo, raca e fatores ambientais néo
influenciam no processo de expressao de p53, mas sim na carcinogénese,
diferente do que Griffthis (2002), verificou que a Aflatoxina B1l, e o0s raios
Ultravioleta, causam mutacéo no gene p53 nos pares de base G>T, e CC>TT,

respectivamente, exceto o cigarro no estudo de cancer de boca que obteve, a
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superexpressao de p53 altamente correlativa com o habito de fumar, sendo que o
cigarro contém 60 substancias carcinogénicas.

Em um estudo relacionando expressao de p53 e tratamento quimioterapico,
foi verificado que a quimioterapia modificou a expressao de p53 em 20%, sendo
que a quimioterapia pode ter seu efeito influenciado pelo p53, mas ainda ha
contradicdes sobre a associagao entre p53 e quimioterapia. (PINHO, 2002).

Em estudos relacionando a expressdo de p53 em cancer de mama em
estagios avancados, e quimioterapia o que foi verificado foi uma baixa resposta a
quimioterapia.

Foi detectado também que a expressao de proteina p53 € mais ocorrente
em tumores solidos do que tecidos liguefeitos, como leucemia e linfomas,

ocorrentes no sangue e na circulagao linfatica

CONCLUSAO
Com o presente trabalho, foi descrito o processo de expressao da proteina
p53, assim como foram levantados os dados de sua ocorréncia. Também, pode
ser verificado que a associacdo de expressao de proteina p53 e os tipos de
canceres onde a mesma foi localizada. A p53 é um fator de mau progndstico e

quando encontrada estéd associada as piores taxas de sobrevida dos pacientes.
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