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ABSTRACT

Purpose: To assess the incidence of positive staining for p53 protein in localized prostate cancer and to
relate these results to clinical and histopathologic staging parameters.

Material and Methods: The retrospective study was made using 72 samples of surgical material. Patients
were screened in an outpatient basis and underwent radical prostatectomy after staging of localized prostate
cancer. Protein p53 was detected by immunohistochemical staining. Patient average age was 64.2 years. PSA
values varied from 1.8 to 5.7 ng/ml, and were over 4.0 ng/ml in 93% of the cases. Of the studied patients, 22.2%
were in clinical stage T3, and 30.6% had a Gleason score equal or over 7.

Results: Positive nuclear reaction for p53 was detected in 6.9% of the cases, but none of them presented
homogenous reactivity throughout the slide.  Among the patients whose Gleason score was equal to or over 7,
13.6% showed positive reactivity for p53, while among the patients who had a Gleason score lower than 7, only
4% had positive reaction. However, these values had no significant statistical difference (p = 0.386, Fisher
exact test). There were no significant statistical differences between positivity for p53 and the levels of pre-
surgery PSA or the Gleason score values.

Conclusion: These results indicate that immunohistochemical positivity for p53 protein correlates poorly
with prostatic cancer.
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INTRODUÇÃO

O câncer de próstata tem recebido atenção
especial por ser a neoplasia mais freqüente após os 50
anos de idade nos países ocidentais (1,2). A alta fre-
qüência desta doença justifica os esforços na busca do
aperfeiçoamento de métodos de detecção precoce e de
marcadores prognósticos, com a conseqüente melhora
no planejamento terapêutico. Como acontece com ou-
tras neoplasias, tem sido constatada a importância de
mutações na carcinogênese e na progressão da doen-
ça. O acúmulo da proteína p53 no núcleo das células
tumorais, tem sido apontado como mutação importan-
te na carcinogênese e na progressão neoplásica. Este
evento está fortemente associado a mutações
puntiformes no gene TP53, sendo estas alterações as

lesões genéticas mais freqüentemente observadas nos
diferentes tipos de câncer, incluindo as neoplasias
urológicas (3-6). Alterações no produto deste gene
podem ser detectadas por técnica imuno-histoquímica,
que se baseia na evidência de que a meia-vida da pro-
teína p53 mutada está aumentada, podendo ser detec-
tada nas células neoplásicas (7). Vários estudos apon-
tam a expressão da proteína p53 alterada como um
marcador independente na evolução dos carcinomas
de mama, cólon, reto, pulmão e próstata (8).

O objetivo deste trabalho foi avaliar retros-
pectivamente a freqüência de reações imuno-
histoquímicas positivas para a proteína p53 em tu-
mores de próstata, em pacientes submetidos à
prostatectomia radical e examinar a relação com va-
riáveis clínicopatológicas.
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MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas 72 peças cirúrgicas de
prostatectomia radical, do arquivo de material do Ins-
tituto de Pesquisas Cito-Oncológicas da Fundação Fa-
culdade Federal de Ciências Médicas Porto Alegre
(FFFCMPA). Os pacientes foram atendidos no ambu-
latório do Serviço de Urologia do Complexo Hospita-
lar da Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, no
período compreendido entre 1993 e 1997, E submeti-
dos à prostatectomia radical por adenocarcinoma da
próstata, estádios T1N0M0 e T2N0M0.

Os espécimes cirúrgicos foram submetidos a
cortes seriados, compreendendo fatias com 0,5 cm
de espessura de toda a glândula, obedecendo à rotina
e ao protocolo do Departamento de Patologia do Ins-
tituto de Pesquisas Cito-Oncológicas da FFFCMPA.
O material foi previamente embebido em tinta
nanquim para melhor identificação e avaliação das
margens cirúrgicas. As fatias representativas dos cor-
tes macroscópicos foram submetidas a inclusão em
parafina para realização de cortes histológicos de 3
m de espessura e coradas pela hematoxilina-eosina.
Uma vez estabelecido o diagnóstico pelo patologis-
ta, foram separados os blocos de parafina das áreas
neoplásicas a serem estudadas.

A gradação histológica foi estabelecida se-
gundo os critérios de Gleason (9). A reação imuno-
histoquímica para a detecção do acúmulo da proteína
p53 obedeceu ao protocolo usado no Instituto de Pes-
quisas Cito-Oncológicas da FFFCMPA. Os cortes
histológicos foram desparafinizados e hidratados em
concentrações decrescentes de etanol e lavados em
água destilada. O material foi colocado em uma solu-
ção de citrato (pH = 6,0) e levado ao forno de micro-
ondas em temperatura média-máxima por 15 minu-
tos, sendo após retirado e deixado em repouso à tem-
peratura ambiente por 15 minutos. Após adicionar
sobre o material uma solução tampão PBS (pH = 7,6)
procedeu-se ao bloqueio da peroxidase endógena,
incubando-se os cortes em uma solução a 3% de
peróxido de hidrogênio em metanol, por 30 minutos
à temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se um
ciclo de lavagem com água destilada e incubou-se o
material por 30 minutos numa solução contendo 4%
de soro normal em PBS. O anticorpo primário anti-

p53 (DO-7, Dako A/s, Dinamarca), foi preparado a
uma diluição 1:50 em PBS e incubado com os cortes
durante 12 horas em câmara úmida. Após um novo
ciclo de lavagens os cortes foram novamente coloca-
dos em câmara úmida para a incubação, por 30 minu-
tos, com o anticorpo secundário biotinilado de ca-
mundongo anti-IgG (Vectastain, Vector Lab., CA,
USA) diluído 1:600 em PBS. Após outro ciclo de la-
vagens, o material foi incubado em câmara úmida por
60 minutos com o complexo avidina/biotina (Strepto
ABC, Vectastain, Vector Lab. CA, USA), com dilui-
ção 1:800 em PBS. A coloração da reação da imuno-
peroxidase foi realizada por meio da imersão, por 8
minutos, em uma solução contendo o cromógeno
DAB (tetra-hidrocloreto de 3,5-diamino-benzidina)
e peróxido de hidrogênio. Após lavar em água cor-
rente foi realizada a contra coloração com hemato-
xilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha), por
2 minutos. A cada grupo de cortes submetidos à aná-
lise foram incluídos controles positivos e negativos.
A leitura da reação foi feita em microscópio óptico e
foram observados os critérios para positividade utili-
zados por outros autores, ou seja, um percentual mí-
nimo de 5% de células coradas, por campo de grande
aumento (X400) (7,10).

Os grupos de pacientes com reação positi-
va ou negativa ao antígeno p53 foram comparados
quanto às variáveis estudadas por testes não
paramétricos: U de Mann-Whitney e exato de Fisher.
O nível de significância adotado foi de p = 0,05 e as
análises foram executadas com o auxílio do progra-
ma SPSS V6.0.

RESULTADOS

A idade dos pacientes variou de 40 a 74 anos,
com uma média de 64,2 anos. A distribuição dos ní-
veis de PSA variou de 1,8 a 57,0 ng/ml, sendo que
em 93 % dos casos o PSA foi superior a 4,0 ng/ml.

O estádio clínico T3 foi identificado em
22,2% (16/72) dos pacientes e o escore de Gleason,
foi igual ou superior a 7 em 30,6% (22/72) dos ca-
sos. De maneira consistente com os dados da litera-
tura, os estádios clínicos mais avançados foram
acompanhados pelos valores da gradação histológica
de Gleason mais elevados (Tabela-1).
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Entre os 72 casos analisados, 6,9% (5/72)
apresentaram reação nuclear positiva. Em nenhum
destes casos a positividade foi homogênea em toda
a lâmina (Figura-1). Embora 22 pacientes tivessem
escore de Gleason maior ou igual a 7, apenas 13,6%

tiva entre a positividade para o antígeno p53 e os
níveis de PSA pré-cirúrgico (p = 0,515; Mann-
Whitney) ou os valores do escore de Gleason (p =
0,137, Mann-Whitney) (Tabela-3).

DISCUSSÃO

A história natural do carcinoma de próstata
mostra comportamento biológico heterogêneo, vari-
ando de uma forma indolente até uma forma agressi-
va com ocorrência de metástase precoce (1,11).

Os mecanismos que levam o tumor de prós-
tata a se desenvolver ainda são pouco conhecidos.
Os esforços na elucidação dos mecanismos
moleculares do processo da carcinogênese prostática,
não identificaram nenhum marcador biológico que
esteja ligado aos estádios iniciais. Surge, por essa
razão, a necessidade da realização de pesquisas para
identificar um marcador que possa oferecer melho-
res informações prognósticas do que as rotineiramente
usadas e que são baseadas na avaliação clínica e
anatomopatológica.

Alguns autores descreveram uma associação
significativa entre a alteração na expressão da prote-
ína p53 nuclear e o câncer de próstata (10,12,13).
Embora estes trabalhos tenham relacionado este fe-
nômeno como um evento favorável no acompanha-
mento de pacientes com câncer de próstata submeti-
dos a prostatectomia radical, existe um número sig-
nificativo de outros estudos que não confirmam tais
resultados (7,14-16). Por outro lado, são escassos os
trabalhos desta natureza em nossa população.

Em nosso estudo observamos uma baixa fre-
qüência de tumores apresentando acúmulo nuclear da

Tabela 1 - Distribuição dos dados de estádio clínico
e da mediana do escore de Gleason dos 72 casos.

Estádio N Mediana dos Escores de Gleason
T2a 17 3 (2 a 7)
T2b 13 5 (5 a 7)
T2c 26 5 (2 a 9)
T3a 2 8 (5 a 10)
T3c 14 7 (5 a 10)

Tabela 3 - Distribuição da mediana e da amplitude
dos valores do PSA pré-cirúrgico (ng/ml) e dos
valores da graduação histológica de Gleason dos
casos com reação imuno-histoquímica positiva ou
negativa para a proteína p53.

Fatores    Reação Imuno-histoquímica p53    p
Positiva Negativa

PSA 16,1 (7,9 - 45,3) 12,0 (1,8 - 57,0) 0,515
Gleason   5 (7 - 10)   3 (5 - 10) 0,137

Figura 1 – Núcleos de células neoplásicas, apresentando
reação imuno-histoquímica positiva para a proteína p53, em

áreas de pouca diferenciação (imunomarcação, X400).

Tabela 2 - Freqüência dos casos com reação imuno-
histoquímica positiva ou negativa para p53 em
relação ao escore de Gleason.

Escore de Gleason   Reação Imuno-histoquímica p53
Positiva Negativa

≥7 13,6% (3/22) 86,4% (19/22)
< 7 4,0% (2/50) 96,0% (48/50)

p = 0,386

(3/22) apresentaram reação p53 positiva. Os paci-
entes com o escore menor que 7 tiveram apenas
positividade de 4,0% (2/50) e estes índices não fo-
ram significativos (p = 0,386; teste exato de Fischer)
(Tabela 2). Não foi observado associação significa-
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proteína p53 (6,9%). Esta observação está de acordo
com diversos estudos que sugerem que a mutação do
p53 é um evento tardio na carcinogênese prostática.
A confirmação destes resultados, portanto, inviabiliza
a utilização da detecção imuno-histoquímica desta
proteína como um marcador independente, com pro-
pósitos prognósticos.

Entre as variáveis clinicopatologicas utiliza-
das na avaliação da evolução dos tumores, a gradação
de Gleason é o parâmetro de melhor valor preditivo
para definir o prognóstico de pacientes com
adenocarcinoma de próstata. O escore igual ou maior
que 7 indica pior prognóstico (17). Em nosso traba-
lho não pudemos demonstrar associação significati-
va entre a freqüência de reações imuno-histoquímicas
positivas do p53 com esta variável (p = 0,137).

Apesar dos trabalhos publicados relacionan-
do a proteína p53 e o câncer de próstata, o entusias-
mo inicial, que adveio com a identificação do gene
TP53, parece ter diminuído com o passar dos anos,
arrefecendo a esperança de que este pudesse se tor-
nar um marcador independente para evolução do car-
cinoma de próstata, pois a sua manifestação é de ocor-
rência tardia. O marcador ideal seria aquele que já
demonstrasse positividade tecidual em estádios ini-
ciais e assim pudesse prever o quadro evolutivo, me-
lhor do que o fazem a graduação histológica pelo
método de Gleason, o PSA, e o estadiamento TNM
(18). Como a detecção imuno-histoquímica desta pro-
teína mostra evidências de estar associada aos está-
dios avançados da doença, onde na maioria das vezes
a graduação de Gleason é alta, o que sugere pior prog-
nóstico, este evento perde o seu significado como um
indicador preditivo independente de prognóstico.

Devemos assinalar, por outro lado, que a
positividade pela imuno-histoquímica não indica ne-
cessariamente a presença de proteína mutada, já que
ela pode acumular-se no núcleo por outras razões como,
por exemplo, anormalidades em outros genes envolvi-
dos no metabolismo e regulação do gene TP53 ou a
presença de antígenos virais (19,20). Também, nem
todos os tumores com mutação do gene TP53 serão
detectados pela reação imuno-histoquímica. Alguns
tipos de mutação podem resultar na expressão de uma
proteína truncada que não apresentaria sítio antigênico
para ser reconhecido pelos anticorpos comumente usa-

dos (20). Entretanto alguns estudos mostram que o
acúmulo nuclear da proteína p53 correlaciona-se bem
com a presença de mutações no gene TP53, sugerindo
que esta técnica simples e rápida pode ser adequada a
este tipo de estudo (21,22). Em nosso trabalho, foi re-
alizada apenas a caracterização da positividade pela
técnica imuno-histoquímica, não identificando-se a
possível mutação.
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RESUMO

DETECÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA DA PROTEÍNA P53 EM PACIENTES PORTADORES DE
CARCINOMA LOCALIZADO DA PRÓSTATA

Objetivo: Avaliar a freqüência de reações positivas para a proteína p53, no câncer localizado de prós-
tata e examinar a relação com os parâmetros de estadiamento clínico e anatomopatológicos.

Material e Métodos: Foram avaliadas retrospectivamente 72 peças cirúrgicas do arquivo de material
do Instituto de Pesquisas Cito-Oncológias da Fundação Faculdade Federal de Ciências Médicas, de pacientes
atendidos no ambulatório do Serviço de Urologia do Complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericórdia de
Porto Alegre e que foram submetidos à prostatectomia radical, tendo sido estagiados no pré-operatório como
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portadores de carcinoma localizado. A detecção da proteína p53 foi realizada por meio de técnica imuno-
histoquímica.

Resultados: A idade média dos pacientes foi de 64,2 anos. O valor do PSA foi superior a 4,0 ng/ml em
93% dos casos, apresentando uma amplitude de 1,8 a 57,0 ng/ml. Entre os pacientes da amostra, 22,2% estavam
no estádio clínico T3 e 30,6% apresentaram escore de Gleason igual o superior a 7. A reação nuclear positiva
para proteína p53 foi detectada em 6,9% dos casos, sendo que em nenhum deles a reatividade foi homogênea
em toda a lâmina. Dentre os pacientes em que o escore de Gleason era igual ou superior a 7, 13,6 % manifesta-
ram reatividade positiva para a proteína p53, enquanto que dos que tiveram o escore de Gleason inferior a 7,
apenas 4 % demonstraram reação positiva. Estes valores, entretanto, não apresentaram diferenças estatistica-
mente significativas (p = 0,386, teste exato de Fisher). Da mesma forma não observamos diferenças estatistica-
mente significativas entre a positividade para a p53 e os níveis de PSA pré-cirúrgico ou os valores do escore de
Gleason (p = 0,515 e p = 0,137, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Conclusão: Estes resultados mostram que a proteína p53, não é um marcador independente no câncer
de próstata neste grupo de pacientes.

Unitermos: próstata, câncer de próstata, proteína p53, prognóstico, imuno-histoquímica
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