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RESUMO

Introducédo: Cancer constitui um conjunto de doencgas caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células, que se multiplicam rapidamente e invadem tecidos e 6rgaos.
No Brasil, sdo estimados cerca de 8.000 novos casos anuais de cancer infanto-juvenil,
cujas causas ainda sdo pouco conhecidas, embora alguns apresentem fatores
determinados geneticamente. Aproximadamente 70% dos canceres humanos
possuem alteragcdo no gene TP53, codificante da proteina responsavel por inibir o
crescimento desordenado de células expostas a injurias. No entanto, a frequéncia de
alteracdes na expressao do TP53 em céanceres infanto- juvenis no Brasil permanece
pouco conhecida. Objetivo: Avaliar a expressdo do TP53 mutado em pacientes com
cancer infanto-juvenil no nordeste de Santa Catarina, Brasil. Métodos: De forma
retrospectiva, foram incluidos 282 pacientes com diagndstico de cancer entre 2005 e
2015, em Joinville. A expressédo do TP53 foi avaliada via imuno-histoquimica
utilizando-se um escore baseado na intensidade e percentual de células coradas.
Resultados: A expressao da proteina p53 foi positiva em 25,2% dos casos, sem
diferenca entre os sexos. Considerando os cinco principais grupos de tumores na
casuistica, a expressao foi positiva em 31,8%, 27,3%, 20%, 17,2% e 5,9% dos
linfomas, nefroblastomas, neuroblastomas, tumores do Sistema Nervoso Central e
leucemias, respectivamente. Conclusao: A expressao do TP53 foi avaliada quanto a
prevaléncia em diferentes cénceres infanto-juvenis no nordeste catarinense. A
positividade foi maior entre os linfomas e menor nas leucemias, porém sem diferenca
significativa entre os cinco tumores mais frequentes. Sdo demandados outros estudos
gue permitam correlagao com a agressividade e evolugcao da doenca.
Palavras-chave: Cancer infanto-juvenil, Gene TP53, Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Introduction: Cancer is a set of diseases characterized by the disordered growth of cells
that multiply rapidly and invade tissues and organs. In Brazil, there are an estimated
8,000 new cases of childhood cancer each year, the causes of which are still little
known, although some have genetically determined factors. Approximately 70% of
human cancers have alterations in the TP53 gene, which encodes the protein
responsible for inhibiting the disordered growth of cells exposed to injuries. However,
the frequency of changes in TP53 expression in childhood cancers in Brazil is poorly
known. Objective: To evaluate the expression of mutated TP53 in patients with
childhood cancer in northeastern Santa Catarina, Brazil. Methods: Retrospectively,
there were included 282 patients diagnosed with cancer between 2005 and 2015 in
Joinville. TP53 expression was evaluated by immunohistochemistry using a score
based on the intensity and percentage of stained cells. Results: The expression of
protein p53 was positive in 25.2% of cases, with no difference between sexes.
Considering the five main groups of tumors in the sample, the expression was positive
in 31.8%, 27.3%, 20%, 17.2% and 5.9% of lymphomas, nephroblastomas,
neuroblastomas, tumors of the Central Nervous System and leukemias, respectively.
Conclusion: The prevalence of TP53 expression was evaluated in different childhood
cancers in the northeastern of Santa Catarina. Positivity was higher among lymphomas
and lower in leukemias, but with no significant difference among the five most frequent
tumors. Further studies that allow correlation with aggressiveness and disease
evolution are required.

Keywords: Childhood cancer, Gene TP53, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Cancer € um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas
malignas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem
invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos a distancia (INCA, 2019). Podem ter origem em
qualquer célula do corpo e sao classificados segundo a sua origem celular. Quando
se originam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sao denominados
carcinomas. Se o ponto de partida sédo os tecidos conjuntivos, como 0ssos, musculos
ou cartilagens, sdo chamados sarcomas. Sua agressividade € considerada a partir da
velocidade de crescimento das células neoplasicas (INCA, 2019).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2020 eram
estimados, em todo o mundo, 19,3 milhées de casos novos de cancer. Estima-se que,
em 2030, os numeros mundiais serao de 23,6 milhdes de novos casos da doenga.
Enquanto isso, no territério brasileiro, observa-se anualmente um numero aproximado
de um milh&o de casos, considerando o publico infanto-juvenil e adulto (FERMO et al.,
2014; INCA, 2019; WHO, 2020).

Em todo o mundo, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
estima-se que todos os anos, 215.000 casos sao diagnosticados em criangas menores
de 15 anos, e cerca de 85.000 em adolescentes entre 15 e 19 anos (INCA, 2019). O
Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que para cada ano do triénio 2020/2022
sejam diagnosticados no Brasil 8.460 novo casos de cancer infanto- juvenis. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 137,87 casos novos por milhdo no sexo
masculino e de 139,04 por milhdo para o sexo feminino (INCA, 2019).

Os principais tipos de cancer infantil sdo as leucemias, em primeiro lugar,
seguindo-se os tumores do sistema nervoso central (SNC), linfomas, neuroblastomas,
nefroblastomas e tumores 6sseos e musculares (SBP, 2019). Enquanto os tumores
nos adultos estdo, em geral, relacionados a exposicdo a varios fatores de risco
conhecidos, as causas dos tumores pediatricos ainda sdo pouco conhecidas, embora
em alguns tipos especificos ja se tenha embasamento cientifico
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de que sejam determinados geneticamente (DANG; PHILLIPS, 2017; FORREST et al.,
2018; NEY, 2020; PEREIRA, 2019; KATTNER et al., 2019, KENTSIS 2020).

Do ponto de vista clinico, os tumores infantis apresentam menores periodos de
laténcia. Em geral crescem rapidamente e sao mais invasivos. Por outro lado,
respondem melhor ao tratamento e sdo considerados de bom prognéstico. (MONDAL;
SARKAR S, 2015; MARQUES et al., 2016; MS, 2011; NIEDERHUBER, et al., 2019;
PEREIRA, 2019).

O progresso no tratamento do céncer na infancia cresceu significativamente
nas ultimas quatro décadas pois, em meados da década de 1970, a taxa de sobrevida
em 5 anos era de apenas 58%. Atualmente, estima-se que em torno de 70% das
criancas acometidas de cancer podem ser curadas se o diagnostico for precoce e a
doenca tratada em centros especializados, aumentando as possibilidades de cura e
sobrevida (CARMARGO; MELARAGNO, 2013; INCA, 2019). Gracas aos esforcos
direcionadas aos avangos no tratamento e nas medidas de suporte ao tratamento do
cancer infantil nas ultimas décadas, mais de 84% das criangas com cancer sobrevivem
5 ou mais anos, somando-se a uma melhor qualidade de vida durante todo o periodo
compreendido pelo tratamento (FELIPPE, 2019; FERMO et al., 2014; DEVITA et al.,
2019; INCA, 2019; MARQUES et al.,2016; MS, 2017; PI1ZZO; POPLACK, 2015; WHO,
2014).

A terapéutica do cancer infanto-juvenil conta em sua base de uma estrutura
complexa, composta por quimioterapia, radioterapia e abordagem cirurgica, além da
assisténcia de uma equipe multiprofissional especializada junto a um hospital terciario
(CARMARGO; MELARAGNO, 2013; FERMO et al., 2014; INCA, 2019; MARQUES et
al.,2016; MONDAL; SARKAR, 2015; MS, 2017; PIZZO; POPLACK,
2015; WHO, 2014). O impacto econdmico € expressivo, considerando os custos
hospitalares com prestadores de servicos diretos e indiretos, custos com a equipe
multiprofissional, investimento educacional, despesas com medicamentos, consultas,
administracdo dos protocolos infusionais, servicos e procedimentos prestados,
laboratorio, exames de imagens, transfusdo sanguinea e internacdo hospitalar
(KNUST, 2017).

Mesmo com a melhora progressiva da taxa de cura, a mortalidade ainda destaca-

se com representatividade significativa no pais, correspondendo a oitava
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posicao entre as causas de Obito em criangas de 0 a 4 anos, assim como foi a principal
causa de morte na faixa etaria de 5 a 19 anos em 2014 (MUTTI et al., 2018).

Para o diagndstico precoce do céancer infanto-juvenil, além de reconhecer os
sinais e sintomas do céancer, como palidez, manchas roxas, dor na perna, carogos e
inchacos indolores, perda de peso inexplicavel, aumento da barriga, dor de cabeca e
sonoléncia, sado necessarias acgdes que impliquem a atuagcdo conjunta das
organizacgodes de saude e dos 6rgaos de formacao dos profissionais, a fim de promover
um cuidado integral, garantindo-se acessibilidade, integralidade e resolutividade
(CARMARGO; MELARAGNO, 2013; FERMO et al., 2014; INCA, 2019; LANZKOWSKY
et al., 2016; MARQUES et al.,2016; MONDAL; SARKAR, 2015; MS, 2017;
NIEDERHUBER et al., 2019; PIZZO; POPLACK, 2015; STEFAN; GALINDO,

2014; WHO, 2014).

Com o proposito da definicdo diagndstica especifica do cancer, é necessaria a
coleta de material do tumor. Se for um cancer hematologico, € necessaria a coleta de
amostra da medula 6ssea, enquanto nos casos de tumores sélidos € realizada a
biopsia para se definir o tipo de cancer. Para o complemento do diagndstico utilizam-
se as técnicas de imuno-histoquimica e biologia molecular, que classificam o tumor e
permitem conhecer melhor o seu comportamento (DEVITA et al., 2019; MARQUES et
al.,2016; MS, 2011; NIEDERHUBER, et al., 2019; PIZZO; POPLACK, 2015; STEFAN;
GALINDO, 2014).

Com a intencao de melhorar ainda mais as taxas de cura com base na acuracia
diagnostica, diferentes estudos focaram um dos genes primordiais identificados em
associacdo ao desenvolvimento do céncer - TP53, que desempenha papel na
supressdo tumoral. Sua mutagdo aumenta a propensao a geragcdo de células
cancerigenas em relacédo a populacao geral (HAINAUT et al., 2010) e observa-se que,
aproximadamente, 70% dos canceres humanos possuem uma alteracao na fungéo do
TP53 (BERTHEAU et al., 2013; HAINAUT et al., 2010).

O gene TP53 é responsavel por inibir o crescimento de células expostas a injurias
quimicas ou fisicas, incluindo as células neoplasicas, sendo denominada guardido do
genoma. A perda de sua funcdo pode resultar em alteracbes no controle do ciclo

celular, conduzindo a célula a um processo de proliferacdo desregulada,
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eventualmente propiciando o desenvolvimento de tumores (HEMANN; LOWE, 2007,
LEVINE, 1997; PAMPALONA, 2012).

O papel do TP53 com relagdo a sobrevida do paciente com cancer ainda nao
esta totalmente claro e sua mutacao pode estar associada a subtipos histolégicos do
tumor, ndo necessariamente a todos do mesmo grupo histolégico. O desconhecimento
da biologia molecular do tumor pode estar relacionado ao pior progndéstico, devido a
proliferacdo descontrolada e acelerada ou a quimiorresisténcia e radiorresisténcia da
célula tumoral, ou até mesmo a origem de um novo tipo de tumor (HEMANN; LOWE,
2007).

Assim sendo, um desafio atual para a oncologia pediatrica € aprimorar o
conhecimento sobre a biologia molecular dos tumores, bem como avaliar o significado
das variacoes de expressao do TP53. O presente estudo teve o intuito de investigar a
populacdo infanto-juvenil local quanto a expressdao do TP53, avaliando sua

distribuicao frente as caracteristicas demograficas (sexo e idade) e tipo histoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao do gene TP53 em pacientes com cancer infanto-juvenil no

nordeste de Santa Catarina, diagnosticados no periodo de 2005 a 2015.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a distribuicdo da expressdo imuno-histoquimica do gene TP53
quanto as caracteristicas demograficas sexo e idade na populagdo com cancerinfanto-

juvenil.

- Investigar a distribuicdo da expressao imuno-histoquimica do gene TP53

quanto ao tipo histoldgico do tumor na populagdo com cancer infanto-juvenil.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER

O cancer € um conjunto de doencas que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Podem se originar de
qualquer célula do corpo, sendo classificados segundo a sua origem celular. Quando
tém origem em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sao denominados
carcinomas. Se o ponto de partida sao os tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou
cartilagem, sdo chamados sarcomas, e sua agressividade € considerada a partida da
velocidade de crescimento das células neoplasicas (CARMARGO; MELARAGNO,
2013; DEVITA, et al., 2019; FELIPPE, 2019; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2019; NIEDERHUBER, et al., 2019; PIZZO; POPLACK, 2015; STEFAN; GALINDO,
2014).

O cancer é responsavel por mais de 12% de todas as causas de 6bito no mundo,
com mais de 7 milhdes de pessoas que morrem em decorréncia da doenga. Como a
esperanca de vida no planeta tem melhorado gradativamente, a incidéncia de cancer,
estimada em 2002 em 11 milhdes de casos novos, alcancara mais de 15 milhdes em
2020. Além disso, outra explicacdo para este crescimento esta na maior exposi¢cao
dos individuos a fatores de risco cancerigenos. A redefinicdo dos padrdes de vida, a
partir da uniformizacdo das condi¢des de trabalho, nutricdo e consumo, desencadeado
pelo processo global de industrializacdo, tem reflexos importantes no peffil
epidemiologico das populagées contemporaneas (INCA, 2019; LANZKOWSKY et al.,
2016; MS, 2011; NIEDERHUBER, et al., 2019; P1ZZO; POPLACK, 2015).

Buscando saber o comportamento do cancer e sua complexidade, as pesquisas
buscam amplamente conhecer e entender seus multiplos processos identificando
componentes que podem colaborar em todos 0s aspectos, desde a prevencao até ao
tratamento. Desta forma, sabendo de sua relevancia na humanidade, os investimentos
em pesquisa nas areas médica, biologica, epidemioldgica e social crescem no intuido
de integrar o conhecimento de forma harmdnica e melhorar os indices atuais.
(CARMARGO; MELARAGNO, 2013; INCA,
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2019; MONDAL; SARKAR S, 2015; MS, 2011; PEREIRA, 2019; PIZZO; POPLACK,
2015).

Desta forma, existe a necessidade de estudos continuos e permanentes em
acdes voltadas para o cancer que envolva estratégias de prevencao, deteccao
precoce, tratamento, cuidados paliativos, educacdo e comunicacdo em saude,
vigilancia do cancer e dos fatores de risco, além de pesquisa (basica e aplicada),
perpassam e complementam estas agdes, cujo tipo e amplitude variam de acordo com
0s recursos econémicos, o padréao de ocorréncia do cancer na populagédo e o grau de
desenvolvimento social e do sistema de saude de cada pais, estado ou regiao
(DEVITA et al., 2019; MARQUES et al.,2016; PEREIRA, 2019; P1ZZ0O; POPLACK,
2015; INCA, 2019).

3.2 CARCINOGENESE

O corpo humano é formado por células que se organizam em tecidos e 6rgaos.
As células normais se dividem amadurecem e morrem, renovando-se a cadaciclo, e o
cancer desenvolve-se quando células anormais deixam de seguir esse processo
natural, sofrendo muta¢cdes que podem provocar danos em um ou mais genes.
(PEREIRA, 2019; PIZZO; POPLACK, 2015; INCA, 2019; LANZKOWSKY et al., 2016;
NIEDERHUBER, et al., 2019; STEFAN; GALINDO, 2014). Quando
danificada, a célula pode se dividir descontroladamente e produzir novas células
anormais. Os sistemas de reparo e os mecanismos imunolégicos podem falhar na
tarefa de destruir e limitar essas células anormais e assim, se perpetua o dano e
consequentemente o processo da oncogénese, até finalizar o processo e gerando uma
Unica célula anémala, que sofre mitose descontrolada e acelerada, culminando com a
formacédo de um tumor. (FELIPPE, 2019; PEREIRA, 2019; PI1ZZO; POPLACK, 2015;
INCA, 2019; MS, 2011).

A ocorréncia e progressao do cancer tém etiologia multifatorial, podendo ter
origem e ser influenciado por uma combinacao de fatores genéticos, ambientais e de
modo de vida, que propiciam uma reprogramacao celular, gerando o descontrole da
divisao celular e a consequente formacao da massa tumoral (PEREIRA, 2019;
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PI1ZZ0O; POPLACK, 2015; INCA, 2019; LANZKOWSKY et al., 2016; MONDAL,;
SARKAR, 2015; MS, 2011; NIEDERHUBER, et al., 2019; REYA et al., 2001).

A génese do tumor € um processo de multiplos passos, sendo sua progressao
dependente de um acumulo sequencial de mutagbes nas células. Essas mutagcdes
resultam na violacdo da homeostase como, por exemplo, o aumento da taxa de
proliferacdo, a resisténcia a apoptose e a criagdo de um ambiente favoravel ao
crescimento celular, sendo a instabilidade genética uma caracteristica de muitos
tumores. Evidéncias experimentais sugerem que ha apenas um pequeno grupo celular
capaz de originar um tumor e essas células sdo chamadas de células-tronco
neoplasicas, sendo consideradas células raras e com indefinido potencial de
proliferacdo que conduzem a formacdo e crescimento dos tumores (REYA et al.,
2001). Esta compreensao é essencial na definicdo de investimentos em pesquisas
de avaliacdo de risco e em acoes efetivas de prevencédo (DEVITA et al.,, 2019;
LANZKOWSKY et al., 2016; P1ZZO; POPLACK, 2015; INCA, 2019; MS, 2011).

Considerando que o cancer é de causa multifatorial e complexa, mesmo com
0s avangos até a atualidade derivados da biologia molecular e da genética,
especialmente com o sequenciamento genémico amplo, ainda ndo sao suficientes
para esclarecer seu comportamento. No entanto, a identificagdo de componentes
interferentes pode ser significativa para grandes avancos, permitindo, no futuro, a
determinacao de variantes genéticas que se relacionam aos diversos tipos de cancer
(CARMARGO; MELARAGNO, 2013; PI1ZZO; POPLACK, 2015; LANZKOWSKY et al.,
2016; MS, 2011; NIEDERHUBER, et al., 2019; STEFAN; GALINDO, 2014).

Umas das mais importantes questdes na biologia celular € compreender os
mecanismos que regulam a auto-renovacao. Esta é crucial para a fungao das células,
porque requer muitos tipos de células-tronco para persistir pelo tempo de vida ideal.
Além disso, células-tronco de diferentes organismos podem variar em seu potencial
de desenvolvimento, e todas regulam a balanga entre auto-renovacao e diferenciacéo.
Portanto, € de extremamente importancia compreender seu processo de regulagdo,
pois, este conhecimento é fundamental para o entendimento da proliferacdo das

células-tronco as quais mostram uma proliferagcdo desordenada(REYA et al., 2001).
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3.30 GENE TP53

Nas ultimas décadas ocorreu uma verdadeira revolugao no conhecimento do
cancer humano, uma vez que a biologia molecular propiciou o entendimento de
determinados aspectos da carcinogénese antes ndo elucidados, assim como se
reconheceu a natureza génica dessa doenca. (NIEDERHUBER, et al., 2019; P1ZZO;
POPLACK, 2015; RIBEIRO; SAFATLE-RIBEIRO, 2006).

Muitos genes supressores dos tumores tém sido estudados, dentre as
principais € possivel citar o TP53. Considerado como o “guardido do genoma”, esta
proteina dentre todos envolvidos nos processos de carcinogénese, € considerada a de
maior importancia (BRENNAN; SYRJANEN, 2003; BYKOV et al., 2018; HAINAUT et
al., 2002; HAINAUT et al., 2010; HARRIS, 1986; HIENTZ et al., 2017; JOERGER et
al., 2016; LEVINE, 1990; PLUQUET; HAINAUT, 2001; WANG e HARRIS, 1997,
WHYTE et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 1998).

3.3.1 Funcao

O termo “guardidao do genoma”, atribuido ao TP53, é decorrente da sua fungao
como “policial molecular”, por monitorar a integridade do genoma ou seja atuando
como um sensor de danos no DNA, compde uma extensa rede que controla a
integridade do genoma frente a danos celulares e auxilia o sistema de reparo,
utilizando os momentos de checkpoints para paralisar o ciclo celular ou induzir a
apoptose, prevenindo, assim, que ocorra o proliferacao de células com o DNA mutado.
Conhecer seus mecanismos de acao representa uma etapa fundamental para
compreender os aspectos da biologia molecular relacionados ao cancer
(CAVALCANTI JUNIOR, et al, 2002; LEVINE; MOMAND:; FINALY, 1991; PIZZO PA,
POPLACK DG, 2015; VOGELSTEIN B et al., 1988; YAMAGUCHI K, et al., 1998).

Com o avango dos estudos, outros papéis para o TP53 tém sido ampliados,
incluindo a senescéncia, angiogénese, autofagia, regulacédo da fertilidade humana e
metabolismo de carbono e lipideos (VOUSDEN, K. H et al., 2009; PASKULIN et al.,
2012; NAG, S et al., 2013).
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Durante o ciclo de divisao celular, o TP53 faz uma verificagdo se ha eventual
ocorréncia de mutagdées na sequéncia do genoma, em consequéncia de uma
replicacdo defeituosa do DNA. A ativagdo do TP53 selvagem tem efeito inibitorio na
proliferacdo e na transformacdo celular, mantendo as células em repouso na fase
G1 do ciclo celular, induzindo a parada do ciclo celular frente a fatores que danificam
o material genético. Assim dois caminhos podem ser seguidos: a corre¢cao da mutagao
através da ativacao da proteina de reparo ou a inducéo a apoptose. Ou seja, células
geneticamente instaveis e com predisposicdo a transformagcdo maligna sao
eliminadas. (ISSELBACHER KJ, et al. 1995; FERREIRA, C.; ROCHA, J. 2010.; JONES
PA, LAIRD PW., 1999; JORDE LB, et al, 2000; KAWAMURA M. 1999; LEVINE
AJ.,1988; MENENDEZ, D et al., 2007; MENENDEZ et al., 2009; PASKULIN,

D. et al 2012; SHAHBAZI, J., LOCK, R.; LIU, T. 2013; RIVOIRE et al., 2001;
VOGELSTEIN et al., 2000).

O reparo ao DNA é mediado pela ativacdo do TP53, ocorrendo com a super
expressao através de rotas celulares sinalizadoras que garantem que a p53 se
acumule no nucleo através da sua fosforilagdo. (MENENDEZ et al., 2009).

No inicio do ciclo mitético, o TP53 ativado, produz a proteina p53 que ativa
transcricionalmente o gene p21, induzindo a sintese da proteina p21, cuja funcéo é
inibir a acao das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), fazendo com que a célula
pare na fase G1, até que complete o reparo do DNA. Para tanto, a proteina p53
ativa o gene GADD-45 (“Growth Arrest DNA Damage Inducille”), que atua corrigindo a
lesdo no DNA. Caso a lesao seja extensa, a p53 ativa genes envolvidos ho mecanismo
de apoptose, suprimindo a agdo de genes com agao antiapoptotica. (ARRUDA et al.,
2008; CAVALCANTI JUNIOR, et al, 2002).

O TP53 é ativado em resposta a diversos sinais de estresse celular,
especialmente induzido por danos ao DNA (radiacdo UV, gama ou X, carcindégenos,
agentes alquilantes, micotoxinas, deplecdo de ribonucleotideos, inibidores de
tropoisomerases), hipoxia e rompimento de ades&o celular (BRENNA e SYRJANEN,
2003; HAINAUT et al., 2002; HAINAUT et al., 2010; HAINAUT e HOLLSTEIN, 2000;
HARRIS, 1987; HOCK et al., 2011; LEVINE, 1990; OLIVIER e HAINAUT, 2001;
PLUQUET e HAINAUT, 2001; WANG e HARRIS 1997; WHYTE et al., 2002).
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Desta forma o TP53 esta relacionado ao bloqueio do ciclo celular em caso de
dano ao DNA, por meio dos eventos envolvidos na proliferagdo celular como
monitorizagdo da integridade dos cromossomos e a execugao correta das diferentes
fases do ciclo celular, desempenhando um papel fundamental na manutencdo da
integridade gendmica, como reparo, duplicagdo e separagdo cromossOmica.
(ALBERTS et al., 2002; BRENNA e SYRJANEN, 2003; HAINAUT et al., 2002;
HAINAUT et al., 2010; KLUMB CE, CAVALCANTI JUNIOR GB. 2002; HALL PA,
MCCLUGGAGE WG,. 2006; HARRIS, 1987; OLIVIER e HAINAUT, 2001; LANE DP
1992; PLUQUET e HAINAUT, 2001; PIMENTA et al., 2013; PIZZO PA, POPLACK DG,
2015; WANG e HARRIS 1997; WHYTE et al., 2002).

3.3.2 Estrutura do gene TP53 e da proteina p53

O gene TP53 e a proteina p53 foram descritas pela primeira vez em 1979,
formando um complexo com o antigeno T do virus simio (SV-40), sendo entao referida
como uma oncoproteina e, em 1989, como gene supressor de tumor (ARRUDA et al.,
2008; LANE; CRAWFORD, 1979).

O TP53 localiza-se no bragco curto do cromossomo 17 na regido 3.3 e
compreende 11 éxons. Codifica uma fosfoproteina nuclear nomeada por seu peso
molecular de 53kDa (proteina p53) com 393 aminoacidos na sua extenséo,
apresentando quatro regides com fungdes distintas, chamadas dominios da proteina,
existindo na sua forma ativa como um tetrdmero. (ARRUDA et al., 2008; BRENNA,;
SYRJANEN, 2003; HAINAUT et al., 2002; HAINAUT et al., 2010; LEVINE, 1990;
PLUQUET; HAINAUT, 2001; WANG; HARRIS 1997; WHYTE et al, 2002;
YAMAGUCHI K, et al., 1998).

O primeiro dominio, chamado de dominio de transativacao, esta localizado na
extremidade amino-terminal (N-terminal). Esta compreendido entre os aminoacidos 28
e 42 e é responsavel por regular a expressao de genes que atuam na parada do ciclo
celular e na rota de apoptose. (ARRUDA et al., 2008; SILVA et al., 2003).

Na regiao central os dominios de ligagao ao DNA, entre os aminoacidos 102 e
292, possibilitam a ligagdo da p53 em sitios especificos do DNA. Na extremidade

carboxi-terminal (C-terminal), existem dois dominios: o dominio de tetramerizacao,
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que se situa entre os aminoacidos 319 a 360, responsavel pela formacdo de
tetrameros de p53, que é a forma mais ativa (selvagem) em transativacao, e o dominio
regulatorio, que se situa entre os aminoacidos 364 a 393, cuja funcao € ligar-se ao
dominio central de ligacdo ao DNA, impedindo a interacdo desta regido com
promotores de genes relacionados com a supressao e morte celular programada
(ARRUDA et al., 2008; GARAY et al., 2003; SILVA et al., 2003).

Uma vez ativada por fosforilagdo na extremidade N-terminal, a p53 perde a
capacidade de ligar-se ao DNA de maneira especifica. A ligacdo nao-especifica &
causada pela ligacdo da extremidade C-terminal com o dominio central, bloqueando
este dominio que pode ser revertido. Assim, a proteina p53 pode se ligar de maneira
especifica de dominios ao DNA, agindo como fator de transcricdo. Essa ativagédo da
proteina por fosforilagdo ou acetilagdo ainda € controversa, mas a modificagcdo da
TP53 faz com que essa proteina possa atuar como fator de transcricdo através da
ligacdo em sequéncias especificas, promovendo a transativacao de genes alvos. Com
a mutacao, p53 perde a capacidade de transativacao por sobreposicdao dos sitios de
ligacao dos fatores de transcricdo (ARRUDA et al., 2008; GARRITANO et al., 2013).

3.3.3 Controle da expressao

Pelo papel que o TP53 desempenha e por se tratar de um gene com potencial
para causar importantes alteragbes na célula, sua concentragcéo e atividades sao
reguladas e mantidas sob um rigido controle. Um dos processos para manter os niveis
de p53 baixos é a degradacédo dessa proteina. Nesse contexto o oncogene MDM2
(Murine Double Minute 2) € importante, pois codifica uma proteina de mesmo nome e
€ um gene ativado pela p53. A proteina MDM2 se associa ao dominio de transativacao
de p53, inibindo sua transcricao regulatéria funcional, o que diminui a inducédo da
apoptose e a parada do ciclo celular. Também é responsavel pela exportacao de p53
do nucleo para o citoplasma da célula, onde é degradada por uma via de
ubiquitinagdo. (ARRUDA et al., 2008; NYLANDER et al., 2000).

O transporte do complexo MDM2/p53 do nucleo para o citoplasma € mediado

por proteinas exportinas que se ligam a MDM2 expondo a p53 a ubiquitinacdo e a
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complexos proteoliticos que, no final de suas agdes, favorecem o controle negativo
de p53. Assim, MDM2 atua como uma E3-ubiquitina-ligase, a qual se liga hos dominios
de transativagcdo da proteina e transporta p53 para o citoplasma onde é degradada
(ARRUDA et al., 2008; FERNANDES et al.,, 2002). Essa regulacdo negativa da
proteina p53, exercida pela proteina MDMZ2, pode ser neutralizada pela acao do
produto de um gene supressor de tumor denominado P14 ARF (ARF Alternative
Reading Frame) que é capaz de se ligar a proteina MDM2 e impedir qualquer ligacao
a p53. A proteina P14ARF também pode degradar a MDM2 causando a liberagao de
p53 do complexo no nucleo (ARRUDA et al., 2008; NYLANDER et al., 2000).

3.3.4 Perda da funcao

Quando ocorre uma mutagédo no TP53, ha alteracao funcional da proteina que
se torna nao funcional, levando a uma instabilidade genética e iniciando a
transformacao maligna. (ARRUDA et al., 2008; PINHO, 2005; SIMON, 2004).

A perda de funcdo das proteinas regulatorias pode resultar na deficiéncia ou
perda do controle do ciclo celular, conduzindo a célula a um processo de proliferacdo
desregulada, eventualmente propiciando o desenvolvimento de uma neoplasia de
carater maligno. (BRENNA; SYRJANEN, 2003; HAINAUT et al., 2002; HAINAUT et al.,
2010; HAINAUT; HOLLSTEIN, 2000; HARRIS, 1987; HOCK et al.,, 2011; LUMB;
CAVALCANTI JUNIOR, 2002; LEVINE, 1990; OLIVIER; HAINAUT,

2001; PLUQUET; HAINAUT, 2001; WANG; HARRIS 1997; WHYTE et al., 2002).

A sindrome de Li-Fraumeni, por exemplo, € uma rara sindrome autossémica
dominante, caracterizada por mutacdes herdadas que ocorrem na linhagem
germinativa do TP53 e por um fendtipo clinico de multiplas neoplasias primarias
(ARRUDA J. T et al., 2008; LI; FRAUMENI, 1969). E uma sindrome de predisposicéo
ao cancer e os portadores possuem uma probabilidade aumentada de vinte e cinco
vezes de desenvolver varios tipos de tumores malignos (ARRUDA et al., 2008; FELIX,
NAU, TAKAHA SHI, 1992; PINTO et al., 2002).

Nas células que apresentam o TP53 com mutacao e inativagcao da proteina nao

ocorre a parada do ciclo celular, necessaria para o reparo do DNA, e essas
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células geneticamente instaveis tendem a acumular mutacbes e rearranjos
cromossOmicos adicionais, levando a uma rapida proliferagcdo de clones de células
com DNA mutado e transformacao neoplasica. (ARRUDA et al., 2008; CAVALCANTI
JUNIOR et al., 2002).

As alteracbes genéticas podem ser: mutagcao pontual (“Missense”), delecao
génica (“Non Sense”) de um ou dois alelos do TP53 e inser¢cao de nucleotideos na
sequéncia de DNA. Mutacao pontual € a troca de um unico nucleotideo, e € o tipo de
mutacdo do TP53 mais frequentemente encontrado nas neoplasias. (ARRUDA et al.,
2008; CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002).

Uma mutacéo no TP53, seja pontual ou néo, pode alterar de forma significativa
a expressao da proteina resultando na incapacidade de efetuar a parada do ciclo
celular ou disparar o mecanismo de apoptose. As formas mutadas da proteina
apresentam ainda a capacidade de interagir com a proteina selvagem, impedindo a
supressao tumoral. Este fendmeno é conhecido como “efeito dominante negativo”,
visto que a mutagdo de um dos alelos do TP53 produz o que parece ser um efeito
dominante sobre o alelo normal restante (LEMOS, 1995).

Além da perda de sua fungdo, as mutagdes incidentes na TP53 também tornam
o tumor menos sensivel a lesdo exogena induzida, aumentando a resisténcia
terapéutica oncolégica como a radioterapia e quimioterapia, sendo associada com a
progressao neoplasica e aumento da capacidade metastatica do tumor, e de acordo
com a hipoétese a proteina serve como marcador da resposta ao tratamento, o que ja
foi confirmado, inclusive, em cénceres de pulméo, cabega e pescoco (BANDOH et
al., 2002; CHANG et al.,, 2011; PIZZO; POPLACK, 2015; VOGT et al., 2002;
YAMAGUCHI et al., 1998).

As mutacdes do TP53 estdo associadas com tumores biologicamente
agressivos e a perda da diferenciagao celular, como tumor anaplasico de Wilms, tumor
de tiredide, glioma maligno ou anaplasico, melanoma metastatico e invasivo, e cancer
de prostata (HOLLSTEIN et al., 1991; VOGELSTEIN et al., 1988, ZAMBETT]I, 2019).

Esta relacdo entre mutagées no TP53 e a resposta clinica adversa ja esta
bem estabelecida, associando-se com o estadio, histologia e recidiva, o que reflete a

importancia dessa proteina na regulagéao e crescimento das células tumorais, sendo
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um fator de progndstico relevante para esse grupo de pacientes, principalmente no
publico infantil. (FETT-CONTE et al., 2002; JURACH et al., 2006; P1ZZO; POPLACK,
2015; RIBEIRO; SAFATLE-RIBEIRO, 2006; TAMBER; RUTKA, 2003).

Portanto, a importdncia médica deste gene é inegavel, primeiro porque a
deteccdo de mutagdes pode ser indicadora do diagnostico e do prognaostico, segundo
porque € um alvo perfeito para a prevengao, o que estimula as abordagens da terapia
génica (FETT-CONTE et al., 2002).

3.3.5 Heterozigosidade do gene TP53

A perda somatica de um alelo de um gene supressor de tumor envolve
frequentemente a perda do material cromossdémico, variando em extensao desde
algumas centenas de pares de bases a uma sub-banda ou até ao cromossomo
completo. Estes eventos sdo chamados de perda de heterozigosidade (LOH “Loss of
Heterozygosity”), que consiste na comparacao de loci polimérficos do DNA extraido de
um tecido normal e de um tumoral do mesmo individuo (ARRUDA et al., 2008;
OSBORNE; HAM SHERE, 2000).

A perda de heterozigosidade do cromossomo 17, detectada pela técnica de
RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polimorphism”), mostra o locus do TP53 alterado
provando sua inativagdo. E um fendmeno que ocorre em aproximadamente 80% das
lesdes com mutagdes do TP53, estabelecendo uma frequéncia de LOH em 50% dos
tumores (LEVINE; MOMAND, 1990).

3.3.6 Polimorfismos do gene TP53

A inativacdo da via TP53 no cancer frequentemente ocorre por meio da
expressdo da proteina p53 mutante. A protecdo celular é alterada por mutagdes
combinadas com diferentes polimorfismos, originando uma proteina nédo funcional
(ANDREOTTI et al., 2011; DENT 2013; PIETSCH et al., 2006; WU et al., 2006).

A medida que as sequéncias nucleotidicas do genoma humano foram sendo
desvendadas, uma constatacao evidente foi a do grande numero de variagdes de

mutagoes pontual encontradas, ao se comparar segmentos correspondentes do
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genoma. Comumente estas mutagdes que ocorrem a cada 600 bases,
aproximadamente, sdo denominadas polimorfismos de nucleotideos unicos ou SNPs
(“Single Nucleotids Polimorphisms”) e correspondem a posi¢cées em que existe uma
alternancia dos nucleotideos em uma frequéncia alélica minima de 1% (ARRUDA et
al., 2008 GUIMARAES; COSTA, 2002).

Do ponto de vista genético, a forma mais frequente de mutacdo do TP53 seria
a de mutacao de ponto, em que ocorreria, geralmente entre os éxons de 5 a 8 do gene,
que é parte codificante do mesmo, uma unica substituicdo de base (como a citosina
por timina). Em consequéncia haveria a substituicdo de um aminoacido (arginina por
triptofano), determinando assim o substrato para mudanca de codificacado e alteracao
estrutural da proteina a ser formada, bem como de sua funcdo reguladora
especifica. (MCDONALD, 1996).

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA E O GENE TP53

Um dos métodos que podem ser utilizados para identificar a mutagdo do TP53
€ a imuno-histoquimica, exame utilizado na pratica clinica, que a detecta através do
acumulo da proteina no nucleo celular, pois a alteragdo genética determina uma
meia vida mais longa. As mutagcdes do TP53 tornam a proteina mais estavel e,
portanto, detectavel. Contudo, uma coloracdo positiva para p53 nao implica,
necessariamente, em mutagdo, uma vez que a degradacgéo reduzida e o ambiente
celular alterado podem, similarmente, tornar a proteina p53 selvagem detectavel
(ARRUDA et al., 2008; HALL; LANE, 1992; HALL; MCCLUGGAGE, 2006; PINHO,
2005; SIMON, 2004).

A interpretacdo da demonstragdo imuno-histoquimica da proteina p53 na
amostra é baseada na premissa de que a p53 selvagem tem meia-vida curta nao
sendo, portanto, detectavel (FINLAY et al., 1989). De forma alternativa, a auséncia
de coloracao pode ocorrer em casos de delecdo do gene, falha de transcricao ou de
mutacdo nao estavel. Todas as referidas situacbes podem estar associadas com
perda de funcédo (HALL; LANE, 1992; HALL; MCCLUGGAGE, 2006).

A inclusdo de marcadores imuno-histoquimicos no conjunto de procedimentos

analiticos em amostras de biopsia, em conjunto com o cuidadoso estadiamento
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anatomopatoldgico nos espécimes cirurgicos, pode permitir a confecgédo de algoritmos,
que poderdo auxiliar no planejamento terapéutico e nas medidas de vigilancia
evolutiva de pacientes (ARRUDA et al., 2008; RIBEIRO; SAFATLE- RIBEIRO, 2006;
P1ZZ0O; POPLACK, 2015).

3.5 TP53 E AS MEDIDAS TERAPEUTICAS

O TP53 mutante ocorre em 50% a 70% das neoplasias, esta associado a pior
sobrevida global livre de doenca e tem sido implicado na resisténcia as terapias
anticancer; ou seja, sua expressao indica um prognostico desfavoravel (ARRUDA et
al., 2008; GARRITANO et al., 2013; MILLER et al., 2005; SOUSSI; LOZANO, 2005).

A procura por terapias seletivas contra o cancer em linhagens celulares e em
modelos experimentais utilizando animais via reestabelececimento da atividade da
p53 pode levar a morte de células tumorais e a regressao de tumores ja estabelecidos.
Desta forma proporciona um direcionamento especifico para as células neoplasicas,
poupando o tecido normal ndo afetado pelo cancer, estimulando a ideia de desenvolver
meios para reconstituir a funcdo ativa da p53 (ANDREOTTI etal., 2011; OREN, 2003;
PIMENTA et al., 2013).

A quimioterapia continua sendo o principal tratamento para doengas malignas
sistémicas. No entanto, alguns tumores sado insensiveis a agentes quimioterapicos e
outros adquirem resisténcia sobre a recidiva. Tanto a senescéncia, quanto a apoptose
contribuem para a acdo do quimioterapico e a perda de qualquer desses processos
promove a falha do tratamento. Diversos agentes anticancerigenos podem induzir a
apoptose através de vias comuns e as mutacdes que desativam estas vias podem
promover resisténcia aos quimioterapicos. Os agentes anticancer podem ativar o TP53
a promover a apoptose. No entanto, os defeitos apoptéticos contribuem para a ma
evolucao de pacientes portadores de tumores com TP53 mutante. Além disso, a perda
da funcdo do TP53 ativo pode determinar resisténcia ao tratamento (JOHNSTONE et
al., 2002; SCHMITT et al., 2002).

A ativacao excessiva do TP53 é considerada como uma oportunidade de opcéao

para terapias seletivas contra o cancer, proporcionando um direcionamento

26



para as células neoplasicas e poupando o tecido normal ndo afetado pelo cancer
(OREN, 2003).
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4. INTERDISCIPLINARIDADE

As doengas oncoldgicas, nas suas diversas manifestagbes, tém grande
relevancia em saude publica, tanto em aspectos econdmicos quanto politicos e sociais.
O céancer é uma condicao de alta prevaléncia e gravidade, que gera elevados custos
para os sistemas de saude, publico e privado, tendo em vista o0 suporte
multiprofissional para o atendimento destes pacientes. Para que o diagndstico e
tratamento sejam otimizados se faz necessario avangar no conhecimento da doenca
de base e seu comportamento, para propor o melhortratamento acessivel, impactando
em melhor qualidade de vida e reducdo da morbimortalidade.

Quando se busca, por meio de pesquisas, maneiras mais eficazes de
estratificacdo dos tumores e consequentemente um tratamento mais personalizado as
doencas, também se contribui, indiretamente, com a promoc¢ao do cuidado ao meio
ambiente, através do uso racional de recursos e diminuicdo da geracao de residuos

de servicos de saude.
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo epidemiolégico e laboratorial, transversal e
retrospectivo, visando, portanto, investigar a prevaléncia da mutacdo p53 em

pacientes infanto juvenis no nordeste de Santa Catarina/Brasil.

5.2 LOCAL DO ESTUDO

O estado de Santa Catarina esta atualmente acima da média nacional da taxa
de incidéncia para todos os tipos de cancer em criangas em adolescentes (0-19
anos) com aproximadamente 330 casos/milhdo. Joinville, € um dos principais centro
de tratamento do cancer infanto-juvenil do estado, abrigando, portanto, uma série de
dados a respeito dessa incidéncia (CAMARGO et al,. 2010; INCA, 2019; SBP, 2020).
Desta forma, o estudo foi realizado a partir do banco de dados e materiais
biolégicos arquivados no Centro de Diagnosticos Anatomo-Patologicos (CEDAP),
laboratério de anatomia patoldgica, localizado na cidade de Joinville em Santa
Catarina, acreditado pelo Colégio Americano de Patologistas e pela Organizagao
Nacional de Acreditacdo. Possui uma equipe com 10 patologistas e cerca de 70
colaboradores e atua na area diagndstica da anatomia patoldgica, incluindo
citopatologia, histopatologia, imuno-histoquimica, imunofluorescéncia e patologia
molecular. Atende pacientes principalmente da regiao norte do estado, sendo
aproximadamente metade provenientes da rede publica de saude. Devido a sua
abrangéncia de atendimento e expertise reconhecida, o CEDAP constitui um local
apropriado para estudos da expressao do TP53.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

. Pacientes menores de 18 anos;

. Pacientes com diagnoéstico de cancer no periodo entre 2005 e 2015.
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5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

. Indisponibilidade de material arquivado em condi¢do adequada para a

analise imuno-histoquimica;

5.5 PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

A partir da identificacao dos casos infantojuvenis com diagnostico de cancer, os
profissionais do CEDAP preparavam laminas de microscopia dos respectivos tecidos
biologicos, e estes eram armazenados em bloco de parafina. De maneira resumida,
eram realizados cortes com espessura de aproximadamente 3 pum e estes eram
submetidos a rotina de imuno-histoquimica conforme descrito brevemente abaixo.

Novos cortes foram feitos nas amostras selecionadas. A recuperagao
antigénica foi realizada utilizando o equipamento PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca)
em pH alto por 20 minutos a 95°C. A técnica de imuno-histoquimica foi realizada de
forma automatizada com o equipamento "Autostainer Link 48" (Dako), usando o
anticorpo monoclonal de camundongo anti-p53 clone DO-7 (Dako) pronto para uso.
Para bloqueio da peroxidase foi utilizada a solu¢do de peroxido de hidrogénio 3%
(Dako). Em seguida as laminas foram incubadas na solug¢do "EnVision FLEX/HRP
polymer" (Dako) por 20 minutos e "EnVision FLEXDAB Chromogen" (Dako) foi usado
por 5 minutos para revelacédo. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de
Gill.

O carcinoma de colon foi utilizado como controle positivo para expressao da
mutacgdo p53, enquanto o controle negativo foi realizado sem a utilizagdo do anticorpo
primario, conforme procedimento imuno-histoquimico usual do referido laboratério.

Foram considerados como positivos nas analises imuno-histoquimicas os
casos cujas laminas apresentaram mais de 10% de nucleos celulares intensamente

corados.
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5.5.1 Leitura e interpretagao

O método de leitura e interpretacdo dos resultados da imuno-histoquimica foi
baseado em Queiroz (2006) e Rocha (2003). As laminas foram examinadas de modo
cego em relacdo aos dados clinicos e histologicos dos pacientes e de forma
independente por dois patologistas do CEDAP com experiéncia na analise de
resultados da técnica para p53. Foram consideradas a porcentagem de células
positivas e a intensidade da coloragdo em cada amostra.

Para a estratificacdo da porcentagem de células positivas estabeleceu-se uma
escala de 0 a 3, sendo: 0 a 10% de células coradas classificadas como “0”, >10
a 25% como “1”; >25 a 50% como “2” e >50% como “3”. Por sua vez, a intensidade
da coloracgao foi graduada em outra escala de 0 a 3: resultado negativo (auséncia) foi
classificado como “0”; fraco como “1”; moderado como “2” e forte como “3”. O escore
final pra cada caso foi obtido multiplicando-se o resultado da classificacao derivada da
porcentagem de células coradas pelo resultado da classificacdo decorrente da analise
da intensidade da coloracdo. Na analise final, um escore menor do que 3 foi
considerado negativo, enquanto escores iguais ou superiores a 3 foram considerados

positivos.

5.6 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

Para estudo da amostra foram considerados exclusivamente idade (faixa etaria)

€ SeXxo.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos indices de area foram descritos por meio dos parametros média
€ numero de casos.

A variabilidade inter-observador para os indices de intensidade e quantidade,
referentes aos equipamentos e porcentagens de coloragdo, tanto pelo clone DO-7,

foi avaliada pelo teste de Cohen Kappa.
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O teste Qui-quadrado - teste de independéncia foi aplicado para avaliar as
amostras positivas p53 e as variaveis intensidade, quantidade e indice, bem como
para as comparagoes entre as amostras positivas p53, os tipos de tumor, sexo e faixa
etarias. O nivel de significancia das decisbes estatisticas foi de 0,05 (5%) e a analise
estatistica foi apoiada pelo programa Statistical Package of Social Science (SPSS)
versao 26.0.

Com base no conjunto de laudos oriundos do laboratério CEDAP, optou-se
por detalhar as analises concentrando-se nos 5 tipos de tumores infanto-juvenis mais
frequentes, em consonancia com o observado na literatura. (FELIPPE, 2019;
LANZKOWSKY et al., 2016; P1ZZO; POPLACK, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE PEDIATRIA, 2019).

5.8 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade da Regiao de Joinville (UNIVILLE) (Parecer N2: 3.619.240; Anexo 1),
tendo sido seguidos os principios éticos contidos na Resoluc¢ao 466, de 2012, e demais
diretrizes do Conselho Nacional de Saude (CNS). Foi solicitada uma carta de anuéncia
(Anexo 2) do CEDAP, cujo responsavel autorizou o acesso dos dados para a execugao
da pesquisa somente apos a aprovagao do projeto pelo CEP. O estudo n&o trouxe

implicagdes quanto a mudancas na rotina assistencial dos participantes.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de Pos-Graduagdo em Saude e Meio
Ambiente da UNIVILLE, este capitulo é apresentado na forma de artigo cientifico
que foi encaminhado para publicagdo no periodico “Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial”’, conforme comprovante de submissao apresentado no Anexo
3.
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RESUMO

Introducdo: Cancer constitui um conjunto de doencas caracterizadas pelo
crescimento desordenado de células, que multiplicam-se rapidamente e invadem
tecidos e 6rgaos. No Brasil, sdo estimados cerca de 8.000 novos casos anuais de
cancer infanto-juvenil, cujas causas ainda sao pouco conhecidas, embora alguns
apresentem fatores determinados geneticamente. Aproximadamente 70% dos
canceres humanos possuem alteracdo no gene TP53, codificante da proteina
responsavel por inibir o crescimento desordenado de células expostas a injurias. No
entanto, a frequéncia de alteragcbes na expressdao do TP53 em canceres infanto-
juvenis no Brasil permanece pouco conhecida. Objetivo: Avaliar a expressao do gene
TP53 em pacientes com cancer infanto-juvenil no nordeste de Santa Catarina, Brasil.
Métodos: De forma retrospectiva, foram incluidos 282 pacientes com diagnéstico de
cancer entre 2005 e 2015, em Joinville. A expressado do TP53 foi avaliada via imuno-
histoquimica utilizando-se um escore baseado na intensidade e percentual de células
coradas. Resultados: A proteina p53 foi positiva em 25,2% dos casos, sem diferenca
entre os sexos. Considerando os cinco principais grupos de tumores na casuistica, a
expressao foi positiva em 31,8%, 27,3%, 20%, 17,2% e 5,9% dos linfomas,
nefroblastomas, neuroblastomas, tumores do Sistema Nervoso Central e leucemias,
respectivamente. Concluséo: A expressao do TP53 foi avaliada quanto a prevaléncia
em diferentes canceres infanto-juvenis no nordeste catarinense. A positividade foi
maior entre os linfomas e menor nas leucemias, porém sem diferenca significativa
entre os cinco tumores mais frequentes. Sdo demandados outros estudos que

permitam correlagdo com a agressividade e evolugédo da doenca.

Unitermos: cancer infanto-juvenil, gene TP53, imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Introduction: Cancer is a set of diseases characterized by the disordered growth of
cells that multiply rapidly and invade tissues and organs. In Brazil, there are an
estimated 8,000 new cases of childhood cancer each year, the causes of which are
still little known, although some have genetically determined factors. Approximately
70% of human cancers have alterations in the TP53 gene, which encodes the protein
responsible for inhibiting the disordered growth of cells exposed to injuries. However,
the frequency of changes in TP53 expression in childhood cancers in Brazil is poorly
known. Objective: To evaluate the expression of TP53 gene in patients with childhood
cancer in northeastern Santa Catarina, Brazil. Methods: Retrospectively,

282 patients diagnosed with cancer between 2005 and 2015 in Joinville were included.
TP53 expression was evaluated by immunohistochemistry using a score based on the
intensity and percentage of stained cells. Results: The p53 protein waspositive in
25.2% of cases, with no difference between sexes. Considering the five main groups
of tumors in the sample, the expression was positive in 31.8%, 27.3%, 20%, 17.2%
and 5.9% of lymphomas, nephroblastomas, neuroblastomas, tumors of the Central
Nervous System and leukemias, respectively. Conclusion: The prevalence of TP53
expression was evaluated in different childhood cancers in the northeastern of Santa
Catarina. Positivity was higher among lymphomas and lower inleukemias, but with no
significant difference among the five most frequent tumors. Further studies that allow

correlation with aggressiveness and disease evolution are required.

Keywords: childhood cancer, gene TP53, immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

Cancer € um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencgas
malignas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem
invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos a distancia("). No territorio brasileiro, observa-se
anualmente um numero aproximado de um milhdo de casos, considerando o publico
adulto e infanto-juvenil@.

Os principais tipos de cancer infanto-juvenil sdo as leucemias, em primeiro lugar
em incidéncia, seguidas dos tumores do sistema nervoso central (SNC), linfomas,
neuroblastomas, nefroblastomas e tumores 6sseos e musculares®. Enquanto os
tumores nos adultos estdo, em geral, relacionados a exposicao a varios fatores de risco
definidos, as causas dos tumores pediatricos ainda sdo pouco conhecidas, embora
em alguns tipos especificos ja se tenha embasamento cientifico de que sejam
determinados geneticamente %)

O progresso no tratamento do céncer na infancia cresceu significativamente
nas ultimas quatro décadas pois, em meados da década de 1970, a taxa de sobrevida
em 5 anos era de apenas 58% (1. Atualmente, estima-se que em torno de 70% das
criancas acometidas de cancer podem ser curadas e mais de 84% das criangcas com
cancer sobrevivem 5 ou mais anos, somando-se a uma melhor qualidade de vida
durante todo o periodo compreendido pelo tratamento®-8) .

A terapéutica do cancer infanto-juvenil conta em sua base de um racional
complexo, composta por quimioterapia, radioterapia e abordagem cirurgica, além da
assisténcia de uma equipe multiprofissional especializada junto a um hospital terciario,
com impacto econdmico expressivo, considerando o0s custos hospitalares com
prestadores de servigos diretos e indiretos(6-10),

Mesmo com a melhora progressiva da taxa de cura, a mortalidade ainda destaca-
se como significativa no pais, correspondendo a oitava posicao entre as causas de
Obito em criancas de 0 a 4 anos, assim como foi a principal causa de morte na faixa
etaria de 5 a 19 anos em 2014(1"). Com a intengdo de melhorar ainda mais as taxas de
cura, diferentes estudos focaram um dos genes primordiais identificados em
associagcdo ao desenvolvimento do cancer - TP53, que desempenha papel na

supressao tumoral. Altera¢des nucleotidicas aumentam a

37



propensdo a geracdo de células cancerigenas em relagdo a populagdo geral(12),
observando-se que, aproximadamente, 70% dos canceres humanos possuem alguma
alteracdo na funcdo do TP53(12. 13) Assim sendo, um desafio ainda atual para a
oncologia pediatrica € conhecer a biologia molecular dos tumores nessa populagéo,
bem como avaliar o significado da expressao da mutacao do TP53.

O presente estudo teve o intuito de investigar a populagéo infanto-juvenil local
guanto a prevaléncia da expressao do TP53 via imuno-histoquimica, avaliando sua

distribuicao frente as caracteristicas demograficas e tipo histologico.

MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de um estudo epidemiolégico e laboratorial, transversal e
retrospectivo, visando, portanto, investigar a prevaléncia da mutacdo p53 em
pacientes infanto juvenis no nordeste de Santa Catarina/Brasil.

O estudo foi realizado a partir do banco de dados e materiais biolégicos
arquivados no Centro de Diagndsticos Anatomo-Patoldgicos (CEDAP), laboratério de
anatomia patoldgica, localizado na mesma cidade, acreditado pelo Colégio Americano
de Patologistas e pela Organizacdao Nacional de Acreditacdo. Para o estudo foram
incluidos todos os pacientes menores de 18 anos com diagndstico de cancer no
periodo entre 2005 e 2015 e a avaliacédo da expressao do TP53 foi correlacionada as
caracteristicas demograficas sexo e idade e ao tipo histoldégico do tumor.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade da
Regido de Joinville (UNIVILLE) (Parecer n? 3.619.240).

Procedimento imuno-histoquimico

A partir da identificacdo dos casos infanto-juvenis com diagndstico de céncer,
novos cortes com espessura de 3 um para preparacao de laminas foram feitos nas
amostras armazenadas em blocos de parafina. A recuperacao antigénica foi realizada
utilizando o equipamento PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca), em pH alto, por 20

minutos a 95°C. A técnica de imuno-histoquimica foi realizada de forma
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automatizada com o equipamento "Autostainer Link 48" (Dako), usando o anticorpo
monoclonal de camundongo anti-p53 clone DO-7 (Dako) pronto para uso. Para
bloqueio da peroxidase foi utilizada a solug&o de perdxido de hidrogénio a 3% (Dako).
Em seguida as laminas foram incubadas na solucédo "EnVision FLEX/HRP Polymer"
(Dako) por 20 minutos, enquanto "EnVision FLEX DAB Chromogen" (Dako) foi usado
por 5 minutos para revelagao. As Iaminas foram contra coradas com hematoxilina de
Gill.

O carcinoma de colon foi utilizado como controle positivo para a proteina p53,
enquanto o controle negativo foi realizado sem a utilizagdo do anticorpo primario,
conforme procedimento imuno-histoquimico usual do referido laboratorio.

O método de leitura e interpretacdo dos resultados da imuno-histoquimica foi
baseado em Queiroz (2006)(') e Rocha et al. (2004)(15). As laminas foram examinadas
de modo cego em relagédo aos dados demograficos e clinicos dos pacientes e de forma
independente por dois patologistas do CEDAP com experiéncia na analise de
resultados da técnica para p53.

Foram consideradas a porcentagem de células positivas e a intensidade da
coloracdo em cada amostra. Para a estratificacdo da porcentagem de células positivas
foi estabelecida uma escala de 0 a 3, sendo 0 a 10% de células coradas classificadas
como “0”, >10 a 25% como “1”, >25 a 50% como “2” e >50% como “3”. Por sua vez, a
intensidade da coloragao foi graduada em outra escala de 0 a 3: resultado negativo
(auséncia) foi classificado como “0”, fraco como “1”, moderado como “2” e forte como
“3”. O escore final para cada caso foi obtido multiplicando-se o resultado da
classificacdo derivada da porcentagem de células coradas pelo resultado da
classificagdo decorrente da analise da intensidade da coloragdo('6). Na andlise final,
um escore menor do que 3 foi considerado negativo, enquanto escores iguais ou

superiores a 3 foram considerados positivos.

Analises estatisticas

As variaveis continuas foram apresentadas como média e desvio padrao,

enquanto as variaveis categdricas como numero de casos e porcentagem.
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A variabilidade interobservador, tanto para o indice de intensidade de coloragao
como para a quantidade percentual de células coradas, foi avaliada pelo teste kappa
de Cohen.

O teste de Qui-quadrado de independéncia foi aplicado para avaliar as
amostras quanto as variaveis intensidade, quantidade (porcentagem) e escore imuno-
histoquimico final relativamente as distribuicdes entre os tipos de tumor, sexos e
faixas etarias (abaixo de 2 anos = lactentes, de 3 a 5 anos = pré-escolares, de 6 a 11
anos = escolares e acima de 11 anos = adolescentes). O nivel de significancia das
decisdes foi de 0,05 (5%) e a analise estatistica foi apoiada pelo programa Statistical

Package of Social Science (SPSS) versao 26.0.

RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo 282 pacientes. Do total quanto ao sexo, 148
(52,5%) eram homens. Quanto a idade dos pacientes, esses distribuiram-se em 45
casos (16,0%) de lactentes, 45 (16,0%) de pré-escolares, 67 (23,7%) de escolares e
125 de adolescentes, apresentando em média 9,5 +5,3 anos (Tabela 1).

A maioria dos pacientes (n = 160; 56,7%) corresponderam a um dos cinco
principais tipo de tumores infanto-juvenis, enquanto 122 pacientes (43,3%)
apresentaram outras especificacdes histolégicas ndo abordadas no presente estudo.
Dessa forma, na casuistica detalhada no estudo, os cinco principais tumores quanto
a frequéncia foram os linfomas (n = 66; sendo 21 Hodgkin, 42 Nao Hodgkin e 3 nao
classificados), as leucemias (n = 34; sendo 16 leucemias linfoblasticas agudas, 14
leucemias mieloblasticas agudas, 4 nao classificadas), os tumores do SNC (n = 29;
sendo 21 astrocitomas, 3 meduloblastomas, 3 ependimomas e 2 retinoblastomas),
os neuroblastomas (n = 20) e nefroblastomas (n = 11) (Tabela 1).

Para cada caso, as avaliagdes imuno-histoquimicas foram realizadas de forma
independente por dois patologistas quanto ao percentual de células positivas e
intensidade da coloracdo, sendo concordantes: a variabilidade interobservador foi
minima, pois o teste kappa evidenciou uma concordancia quase perfeita entre os
patologistas para ambas as variaveis (k=0,873; IC 95% 0,81-0,94; p<0,001 e k=0,877
IC 95% 0,817-0,937; p<0,001, respectivamente).
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Dos 282 casos avaliados, 71 individuos (25,2%) apresentaram expressao
positiva para p53, enquanto os outros 211 apresentaram teste negativo. A distribuigdo
da expressao positiva da proteina p53 quanto ao sexo evidenciou 52,1% (n = 37) de
casos femininos e 47,9% (n = 34) masculinos, sem diferenca significativa.

Considerando os cinco principais tumores quanto a frequéncia na casuistica,
2 (5,9%) dentre os 34 pacientes diagnosticados com leucemia apresentaram resultado
p53 positivo. Quanto aos tumores do SNC (n = 29), 5 (26,9%) apresentaram
positividade para p53, sem distingdo do subgrupo histologico. Por sua vez, dentre os
66 casos de linfomas da casuistica, a positividade da expressao do gene TP53 foi de
31,8% (n = 21). Dentre os neuroblastomas (n = 20) e nefroblastomas (n = 11), a
expressao foi positiva em 4 (20%) e 3 (27,3%) casos, respectivamente. Nao houve
diferenca significativa quanto a distribuicdo da positividade do marcador p53 entre os
cinco grupos de tumores considerados (Tabela 1).

O teste de Qui-quadrado de independéncia foi realizado para verificar a
associagao entre as faixas etarias na amostra estudada com a expressao da p53,
identificando-se uma possivel diferenca significativa entre os grupos (p = 0,04).

Adicionalmente, ndo houve diferenca de expressao entre os sexos (Tabela 1).

DISCUSSAO

A histéria natural do cancer indica que o curso clinico da doenca e a sobrevida
sdo variaveis de paciente para paciente. Esta variacdo é determinada por varios
fatores que ainda nao estéo totalmente entendidos na maioria dos tumores, como nos
canceres infanto-juvenis(!- 7. 17-19), Uma das formas de avancar no cenario da pratica
da oncologia pediatrica € a elucidacao do processo de carcinogénese molecular e a
identificagcdo de biomarcadores para o desenvolvimento de drogas, diagnostico
precoce, determinacao do progndstico e predicdo da resposta ao tratamento(. 7-10),

Apesar dos avangos ocorridos no conhecimento dos mecanismos genéticos, o

papel do gene TP53 como fator participante da génese do cancer, assim como sua
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relevancia clinica e importancia no prognostico, permanece controverso. Alguns
autores creditam as alteragdes no TP53 um pior prognostico(10. 20-21) |

Neste trabalho, tendo como foco avaliar a expressao imuno-histoquimica do gene
TP53 em pacientes com céancer infanto-juvenil no nordeste de Santa Catarina, trés
indices foram realizados - intensidade da marcacao, percentual de células coradas e
escore (produto) final - com base em amostras arquivadas desde 2005, que foram
reprocessadas para fins do estudo. Assim, procurou-se analisar a prevaléncia da
expressao do TP53, conforme descrito por estudos anteriores semelhantes realizados
em outras populagoes(15 16, 22-24)

A andlise da expressdo imuno-histoquimica com base em escore derivado da
intensidade e percentual de células marcadas ¢ um método valido e utilizado por
diversos autores, com variagdes em relagdo ao percentual de células coradas para se
considerar TP53 mutado ou ndo, variando desde apenas uma célula até 25% das
células no campo analisado. Por sua vez, a avaliagdo da intensidade variou entre
descritores indicados como “muito fraco ou pouco intenso” a “muito forte ou muito
intenso”. No entanto, a maioria dos estudos utiliza o corte de 10% de células coradas
como minimo para evidenciar positividade de expressdo da p53, enquanto a
classificagdo quanto a intensidade varia de “ausente” a “forte ou intenso”, que foram
os limites adotado pelo presente estudo(15. 16. 23, 25-27),

Em nosso estudo, a positividade da expressdao do TP53 foi de apenas 25,2%.
O resultado obtido ficou abaixo dos correspondentes encontrados na literatura, que
aponta valores entre 50% e 70% derivados de neoplasias e técnicas diversas de
avaliacdo da expressdo(® 28-31) O achado discrepante pode ter relagdo com a
crescente sofisticacao tecnolégica dos métodos diagnosticos com maior sensibilidade,
como os baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)(0.21), Por exemplo,
Marques (2009)("0, em seu estudo de 41 pacientes adultos com cancer de eso6fago,
identificou 69,3% de expressao do gene TP53 ao avalia-lo via PCR.

A positividade da imuno-histoquimica na avaliagdo da p53, na auséncia de
mutacdo detectavel do gene codificante, pode ser explicada de varias formas. A
proteina p53 selvagem pode acumular-se em niveis suficientes para ser detectada

pela imuno-histoquimica, tanto em células normais como neoplasicas, devido seu
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acumulo refletir mais amplamente o ambiente celular, do que simplesmente a estrutura
intrinseca da proteina. Por outro lado, a negatividade da imuno- histoquimica em
tumores contendo uma mutagdo pode refletir a falta de sensibilidade ou a propria
auséncia de acumulo da proteina p53. Esta ultima pode ocorrer quando a producao da
proteina esta bloqueada ou truncada como resultado de uma mutacao,
particularmente, em decorréncia de delecdes, mutacdes “splicing” e mutagoes
“nonsense”(32 33),

As dificuldades de se associar o status do gene TP53 as propriedades
biologicas das células cancerosas e a sensibilidade destas células as diversas drogas
poderiam ser explicadas, em parte, pela expressao das diferentes isoformas do gene.
O TP53 contém um promotor interno alternativo no intron 4 e pode transcrever 9
isoformas que apresentam localizagbes subcelulares diferentes. Assim, o uso de painel
de anticorpos anti-p53 em imuno-histoquimica pode resultar em diferentes padroes em
uma mesma amostra tumoral(3).

Os anticorpos monoclonais DO-1 e DO-7 reconhecem p53, p53B e p53Y, mas
nao reconhecem as outras isoformas da proteina p53. A fim de se obter um melhor
entendimento sobre a imuno-deteccdo de p53, uma transcricdo reversa associada a
PCR poderia ser utilizada, visando a detecgao de diferentes isoformas de p53.
Entretanto, tais ensaios necessitam de RNA de alta qualidade, o que torna o processo
mais dificil(21. 32-34),

Alternativamente, a presencga de mutagcdo no TP53 pode ndo ser detectada pela
analise molecular. Regides altamente conservadas do gene (éxons 5-8) séao
geralmente escolhidas para serem analisadas, tendo em vista que contém a vasta
maioria das mutagdes conhecidas. Mutac¢des que ocorrem fora destes éxons podem
ndo ser detectadas, mas sdo menos frequentes(®). Mais recentemente, estudos
moleculares tém se estendido para os éxons 4, 9 e 10 e observou-se que estes contém
um consideravel numero de mutacdes (cerca de 15%). O sequenciamento direto do
gene TP53 apds amplificagcdo por PCR permanece o “padrdao ouro” de analise
molecular, mas pouco acessivel a maioria dos laboratérios de patologia(33-34),

Complicagbes adicionais na avaliagdo da imuno-deteccdo da proteina p53
incluem variagoées nas técnicas e nos padrdes de interpretacao de positividade. De
todo modo, é provavel que padrdes diversos de expressao do TP53 tenham uma
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diferente base biologica e que estas diferencas possam ter relevancia clinica. Sua
deteccdo estd normalmente localizada no nucleo das células malignas, ndo tendo
expressao detectavel nas células normais. A mutagdo é normalmente acompanhada
de positividade em uma ampla proporcao da populacao de células malignas, mas os
padrdes de imuno-deteccdo sao raramente homogéneos. Assim, a padronizacdo de
ambos, metodologia laboratorial e interpretacao da leitura, sdo essenciais para o uso
rotineiro da imuno-histoquimica(33. 34),

Falsos negativos podem ocorrer e geralmente sdo devidos ao uso de somente
um anticorpo e/ou uso inadequado do material, seja fixado em formalina ou material
congelado por um longo periodo. Had um numero de variaveis ndo controlaveis no
processamento tecidual que poderia explicar os diferentes padrboes de imuno-
deteccao entre os blocos individualmente, como, por exemplo, o tempo entre a retirada
do tecido e a fixacado, o tamanho da amostra a ser fixada, o tempo decorrido desde a
fixacdo do tecido e a temperatura do estado de submersao em parafina. Todos estes
fatores tém um impacto direto na qualidade da preservacao antigénica(®>.

Do ponto de vista genético, a mutagcao mais frequentemente detectada em TP53
ocorre entre os éxons 5 a 8 do gene. O tipo de mutagdo mais comumente encontrada
€ a chamada "mutacdo em ponto", em que apenas uma base nitrogenada do
complexo molecular é substituida, alterando dessa forma a sequéncia de transcricao
e traducdo da proteina, que é modificada na sua estrutura e fungdo32-35). Novamente,
o meétodo genético mais fidedigno é a PCR seguida de sequenciamento, que
demonstra as alteragdes moleculares, tanto em quantidade como posi¢cado no gene(®2
34).

As diferencas entre percentuais de imuno-positividade decorrentes de mutacgdes,
avaliados por diferentes métodos, poderiam eventualmente prejudicar a analise
comparativa de resultados. No entanto, de acordo com comparagoes feitas entre os
dois métodos mencionados, embora possa haver alguma discrepancia, esta nao é
significativa a ponto de alterar a analise dos resultados e sua aplicagdo. Considerando
tais fatos, deduz-se que a imuno-positividade pode nao representar apenas um
marcador de mutacdo, mas refletir também, de uma forma mais abrangente, outras

anormalidades nas vias de sinalizagdo do complexo ciclo que
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envolve p53, as quais contribuiriam da mesma forma para seu prejuizo funcional(19. 20.
21)_

Em nosso estudo, a distribuicdo da expressao positiva da proteina p53 quanto
ao sexo evidenciou 52,1% (n = 37) de casos femininos e 47,9% (n = 34) masculinos,
0 que é semelhante ao descrito na literatura, que aponta uma pequena prevaléncia
global néo significativa do sexo masculino(35-41),

As leucemias sdo o tipo de cancer mais comum no publico infanto-juvenil?);
porém, em nosso estudo, avaliamos a expressao da p53 em biopsias de medula, que
nao € o método mais indicado para tal diagndstico, sendo a imuno-fenotipagem por
citometriadefluxo ométodo padrao ouroede usoconvencional(®.3%) Emnossa casuistica
quanto a este tipo de cancer (n = 34), a expressao positiva ocorreu em apenas 2 casos
(5,9%). Enquanto isso, Bainer et al. (2017)42), utilizando imuno- histoquimica com
anticorpo anti-TP53 idéntico ao do presente estudo, demonstraram positividade de
23% entre individuos de 0 a 18 anos em um total de 465 casos no St. Jude Children’s
Research Hospital, nos EUA. Por sua vez, Demir et al. (2020)@7), utilizando a mesma
técnica em 62 pacientes pediatricos no Aprea Therapeutics, ha Suécia, encontraram
6,5% de casos positivos. Por outro lado, empregando a técnica PCR, Ding et al.
(2017)“3 encontraram positividade para p53 de 11,6% em 154 pacientes (0 a 18 anos)
no Cancer Science Institute, em Singapura.

Quanto aos tumores do SNC, diferentes autores indicam que mutag¢des no TP53
costumam estar presentes em 20 a 75% dos casos, utilizando como técnica a imuno-
histoquimica e anticorpo monoclonal anti-TP53. Pope et al. (2007)“%, em sua
casuistica de pacientes até 12 anos com glioblastoma, em Curitiba, encontraram
75% de positividade. Kwon et al. (2020)“%, avaliando 89 pacientes entre 0 e 80 anos
diagnosticados com glioblastoma, encontraram 44,4% de positividade na imuno-
histoquimica para p53 no Samsung Medical Center, Coreia do Sul. Por sua vez, Nweke
el al. (2021)“®) observaram positividade correspondente a 21% dos casos em 81
pacientes, incluindo criancas e adultos, com uma média de idade de 30,6 anos, no
Tertiary Nigerian hospital, na Nigéria. Finalmente, Uppar et al. (2019)“47), também
empregando imuno-histoquimica, identificaram positividade de 69%, em 29 amostras

de pacientes com idades entre 3 e 18 anos, no National Institute of Mental Health, na
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india. Em nossa casuistica, verificamos 26,9% de imuno-positividade nos tumores
do SNC (n = 29), assemelhando-se a literatura.

Dentre os espécimes de linfoma da casuistica estudada (n = 66), a positividade
da expressao do TP53 foi observada em 31,8% dos casos. Cenet al. (2019)“8),
empregando hibridizagdo in situ fluorescente, identificaram positividade em 32% de 29
pacientes com Linfoma Nao Hodgkin (LNH), na China. Por meio da PCR, Ichikawa et
al. (1997)“9 observaram expressdo da mutacdo do TP53 em 22% das 102 amostras
analisadas no Grants-in-Aid for Cancer Research, Jap&o, incluindo criangas e adultos.
Por sua vez, utilizando a imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti-TP53,
Klumb et al. (2003)%% encontraram 36% de casos positivos em 49 pacientes (0 a 15
anos) com LNH, no Departamento de Bioquimica Médica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Brasil. Também empregando imuno- histoquimica, Magluta, Klumb
(2008)®Y, no Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro, relataram 30% de
positividade em pacientes diagnosticados com Linfoma de Burkitt. Nossos resultados
referentes a linfomas sdo muito proximos aos observados em outras populagoes.

Para os nossos casos de neuroblastoma (n = 20), a expresséo foi positiva em 4
casos (20%). Aparentemente, existe de fato uma baixa correlacdo entre a mutacao
no TP53 e este tipo de cancer. Oh et al. (2019)@®, em um artigo de revisdo e sem
delimitar a técnica e a faixa etaria dos pacientes, relataram 1,8% de casos de
neuroblastomas positivos para p53. Seidinger et al. (2015)®%2), avaliando a expressao
por meio da PCR, identificaram 8,4% de positividade entre 178 pacientes, com idades
entre 0 e 18 anos, em um centro de tratamento em Campinas, no Brasil. A imuno-
deteccdo elevada em nosso estudo pode ter sido influenciada pelo numero de casos
relativamente pequeno para este tipo de cancer na casuistica e, desta maneira,
inferéncias a respeito de muta¢dées no TP53 ficam prejudicadas.

Dentre os nossos casos de nefroblastomas (n = 11), a expressdo da p53 foi
positiva em 3 casos, representando 27,3%. He et al. (2020)(3), utilizando avaliagcao de
miRNAs, identificaram 2,3% de casos positivos entre criancas abaixo de 10 anos (n =
178) no Youjiang Medical University For Nationalities Affiliated Hospital, Baise, na
China. Wang et al. (2020)%4), dentre 183 pacientes com nefroblastoma, independente

da idade, relataram 57% de casos positivos, no Yuying Children’s
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Hospital of Wenzhou Medical University and Guangzhou Women and Children’s
Medical Center, fazendo uso de genotipagem para identificacdo de polimorfismos de
interesse na expressao do gene TP53.

O cancer infantil € um grupo heterogéneo de doencas malignas. Parece que
fatores genéticos e ambientais desempenham um papel determinante. A idade
precoce no diagnostico indica que o cancer na infancia pode se originar na vida
intrauterina e que fatores antes do nascimento, incluindo pré-concepg¢ao, bem como
atuantes na primeira infancia, podem ser determinantes importantes. Diferencas
geograficas observadas nas taxas de incidéncia tém sido usadas para apoiar varias
hipéteses para a associacao entre exposigdes relacionadas ao estilo de vida moderno
e o risco de cancer infantil(35-41),

Para o diagndstico precoce do céancer infanto-juvenil, além de reconhecer os
seus sinais e sintomas, sdo necessarias agoes que impliquem a atuacéo conjunta das
organizagodes de saude e dos 6rgaos de formacao dos profissionais, a fim de promover
um cuidado integral, garantindo-se acessibilidade, integralidade e resolutividade!('- 7
55-57), Além disso, a definicdo de um subgrupo de tumores predominantemente p53
imuno-positivos poderia trazer a tona uma melhor compreensao do tumor e,
consequentemente, novas possibilidades de abordagens. Porém, para tais
correlagdes clinicas, torna-se necessaria a incorporacao de métodos de diagndstico
na pratica diaria que identifiquem as anormalidades genéticas, além da histopatologia
convencional®5),

Algumas limitagdes do presente estudo devem ser destacadas. Inicialmente, o
limitado tamanho da casuistica, decorrente do estudo ter sido conduzido em um centro
unico, o que impossibilitou correlacionar os resultados obtidos com a subclassificagao
histolégica dentro de cada tipo de tumor, ainda que considerando os mais frequentes.
Ou seja, os resultados encontrados nao devem ser extrapolados diretamente para
outras localidades e servigos de patologia ou oncologia pediatrica. Adicionalmente,
devido o desenho retrospectivo aplicado ao estudo, € possivel que o longo tempo de
armazenamento das amostras e consequente degradacao gradual tenham impactado

negativamente em uma parcela de resultados potencialmente falsos negativos.
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CONCLUSAO

A expressao do gene TP53, investigada via imuno-histoquimica, foi avaliada
quanto a prevaléncia em populagcdo com cancer infanto-juvenil em um centro
diagndstico de referéncia no norte catarinense. Positividade foi confirmada em 25,2%
dos casos, sem diferenca entre os sexos. A imuno-deteccao da proteina p53 foi maior
entre os casos de linfomas (31,8%) e menor nas leucemias (5,9%). O significado da
expressao do TP53 em diferentes tumores, com vistas ao aprimoramento diagndstico
e terapéutico dos canceres infanto-juvenis, demanda estudos que aliem métodos
analiticos mais precisos e que permitam correlagdo com a agressividade e evolugao

da doenca.
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TABELA 1: Resultados da expressao imuno-histoquimica do gene TP53 em tumores

infanto-juvenis

Expressdo imuno-histoquimica

Caracteristicas Amostra Positiva, n (%) Negativa, n (%) P
demograficas e estudada, N
diagndstico oncoldgico (%)
Total 282 71(25,2) 211 (74,8)
Idade, anos (média 9,545,3 9,545,3 9,4 15,3 0,04
+DP)
Lactentes 45 (16,0) 16 (35,6) 29 (64,4)
Pré-escolares 45 (16,0) 5(11,1) 40 (88,9)
Escolares 67 (23,7) 15(22,4) 52 (77,6)
Adolescentes 125 (44,3) 35(28,0) 90 (72,0)
Sexo 0,37
Feminino 134 (47,5) 37 (27,6) 97 (72,4)
Masculino 148 (52,5) 34 (23,0) 114 (77,0)
Principais tumores 160 (56,7) 35(21,9) 125 (78,1) 0,056
infanto-juvenis na
casuistica
Linfomas 66 (23,4) 21 (31,8) 45 (68,2)
Leucemias 34 (12,1) 2(5,9) 32 (94,1)
Tumores do SNC 29 (10,3) 5(17,2) 24 (82,8)
Neuroblastomas 20(7,1) 4 (20,0) 16 (80.0)
Nefroblastomas 11 (3,9) 3(27,3) 8(72,7)
Outros 122 (43,3) 36 (29,5) 86 (70,5)

SNC: Sistema Nervoso Central
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CONCLUSAO

No presente estudo, pacientes com cancer infanto-juvenil no nordeste de Santa
Catarina, diagnosticados no periodo de 2005 a 2015, foram avaliados
retrospectivamente quanto a expressao do gene TP53 via imuno-histoquimica. Nossas
principais conclusdes obtidas foram:

- Dos 282 casos avaliados, 71 individuos (25,2%) apresentaram positividade
para p53.

- Os individuos positivos quanto a proteina p53 distribuiram-se entre 52,5% (n
=37, 27,6% de positividade) de casos femininos e 47,5% (n = 34; 23% de positividade)
masculinos, sem diferenga significativa.

- Quanto a idade dos pacientes, esses distribuiram-se em 45 casos (16,0%)
abaixo de 2 anos (lactentes), 45 (16,0%) de 3 a 5 anos (pré-escolares), 67 (23,7%)
de 6 a 11 anos (escolares) e 125 (44,3%) acima de 11 anos (adolescentes). A
expressao positiva do TP53 foi maior entre os lactentes (35,6%) e menor entre os pré-
escolares (11,1%); porém, o reduzido numero de individuos em cada faixa etaria ndao
permite afirmar com seguranca a existéncia de uma diferenca significativa.

- A maioria dos pacientes (n = 160; 56,7%) corresponderam a um dos cinco
principais tipo de tumores infanto-juvenis quanto a frequéncia na casuistica, enquanto
122 pacientes (43,3%) apresentaram outras especificagdes histoldégicas nao
destacadas no presente estudo. Dessa forma, na casuistica detalhada no estudo, os
cinco principais tumores quanto a frequéncia foram os linfomas (n = 66; sendo 21
Hodgkin, 42 Nao Hodgkin e 3 nao classificados), as leucemias (n = 34; sendo 16
leucemias linfoblasticas agudas, 14 leucemias mieloblasticas agudas, 4 nao
classificadas), os tumores do SNC (n = 29; sendo 21 astrocitomas, 3
meduloblastomas, 3 ependimomas e 2 retinoblastomas), os neuroblastomas (n = 20)
e nefroblastomas (n = 11). A imuno-detecc¢do da proteina p53 foi maior entre os casos

de linfomas (31,8%) e menor nas leucemias (5,9%), sem diferencas significativas.
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