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ABSTRACT

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

Material and Methods: The retrospective study was made using 72 samples of surgical material. Patient:
were screened in an outpatient basis and underwent radical prostatectomy after staging of localized prosta
cancer. Protein p53 was detected by immunohistochemical staining. Patient average age was 64.2 years. P
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, 22.29
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 presente
homogenous reactivity throughout the slide. Among the patients whose Gleason score was equal to or over
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, Fishel
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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INTRODUCAO lesdes genéticas mais freqiientemente observadas nos
diferentes tipos de céancer, incluindo as neoplasias
O cancer de prostata tem recebido atencaauroldgicas (3-6). Alteracdes no produto deste gene
especial por ser a neoplasia mais frequiente apés os fwdem ser detectadas por técnica imuno-histoquimica,
anos de idade nos paises ocidentais (1,2). A alta fregue se baseia na evidéncia de que a meia-vida da pro-
guéncia desta doenca justifica os esfor¢os na busca deina p53 mutada esta aumentada, podendo ser detec-
aperfeicoamento de métodos de detecc¢do precoce e tkida nas células neoplasicas (7). Varios estudos apon-
marcadores prognosticos, com a conseqiiente melhotam a expressdo da proteina p53 alterada como um
no planejamento terapéutico. Como acontece com oumarcador independente na evolugédo dos carcinomas
tras neoplasias, tem sido constatada a importancia dée mama, colon, reto, pulméao e préstata (8).
mutacgdes na carcinogénese e na progressao da doen- O objetivo deste trabalho foi avaliar retros-
ca. O acumulo da proteina p53 no nucleo das célulapectivamente a frequéncia de reagcfes imuno-
tumorais, tem sido apontado como mutacao importanhistoquimicas positivas para a proteina p53 em tu-
te na carcinogénese e na progressao neoplasica. Esteores de prdstata, em pacientes submetidos a
evento esta fortemente associado a mutacdeprostatectomia radical e examinar a relagdo com va-
puntiformes no gene TP53, sendo estas alteracdes amveis clinicopatoldgicas.
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MATERIAL E METODOS p53 (DO-7, Dako A/s, Dinamarca), foi preparado a
uma diluicdo 1:50 em PBS e incubado com os cortes
Foram estudadas 72 pecas cirurgicas dedurante 12 horas em camara Umida. Apés um novo
prostatectomia radical, do arquivo de material do Ins-ciclo de lavagens os cortes foram novamente coloca-
tituto de Pesquisas Cito-Oncolégicas da Fundacao Fados em camara Umida para a incubacao, por 30 minu-
culdade Federal de Ciéncias Médicas Porto Alegretos, com o anticorpo secundario biotinilado de ca-
(FFFCMPA). Os pacientes foram atendidos no ambu-mundongo anti-lgG (Vectastain, Vector Lab., CA,
latorio do Servico de Urologia do Complexo Hospita- USA) diluido 1:600 em PBS. Apds outro ciclo de la-
lar da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, novagens, o material foi incubado em camara amida por
periodo compreendido entre 1993 e 1997, E submeti60 minutos com o complexo avidina/biotina (Strepto
dos a prostatectomia radical por adenocarcinoma d&BC, Vectastain, Vector Lab. CA, USA), com dilui-
prostata, estadios TINOMO e T2NOMO. ¢do 1:800 em PBS. A coloragéo da reagao da imuno-
Os espécimes cirargicos foram submetidos aperoxidase foi realizada por meio da imerséo, por 8
cortes seriados, compreendendo fatias com 0,5 cnrminutos, em uma solucdo contendo o cromdégeno
de espessura de toda a glandula, obedecendo a rotilt¥AB (tetra-hidrocloreto de 3,5-diamino-benzidina)
e ao protocolo do Departamento de Patologia do Inse perdxido de hidrogénio. Apés lavar em agua cor-
tituto de Pesquisas Cito-Oncolégicas da FFFCMPA.rente foi realizada a contra coloragdo com hemato-
O material foi previamente embebido em tinta xilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha), por
nanquim para melhor identificacdo e avaliagdo das2 minutos. A cada grupo de cortes submetidos & ana-
margens cirdrgicas. As fatias representativas dos corise foram incluidos controles positivos e negativos.
tes macroscoépicos foram submetidas a inclusdo em leitura da reacéao foi feita em microscépio éptico e
parafina para realizacao de cortes histoldégicos de 3oram observados os critérios para positividade utili-
m de espessura e coradas pela hematoxilina-eosinaados por outros autores, ou seja, um percentual mi-
Uma vez estabelecido o diagnostico pelo patologis-nimo de 5% de células coradas, por campo de grande
ta, foram separados os blocos de parafina das areasimento (X400) (7,10).
neoplasicas a serem estudadas. Os grupos de pacientes com reagao positi-
A gradacéo histolégica foi estabelecida se-va ou negativa ao antigeno p53 foram comparados
gundo os critérios de Gleason (9). A reacao imuno-quanto as variaveis estudadas por testes nédo
histoquimica para a deteccao do acumulo da proteinparamétricos: U de Mann-Whitney e exato de Fisher.
p53 obedeceu ao protocolo usado no Instituto de Pes nivel de significaAncia adotado foi de p = 0,05 e as
quisas Cito-Oncoldgicas da FFFCMPA. Os cortesanalises foram executadas com o auxilio do progra-
histologicos foram desparafinizados e hidratados enma SPSS V6.0.
concentracdes decrescentes de etanol e lavados em
agua destilada. O material foi colocado em uma soluURESULTADOS
¢éo de citrato (pH = 6,0) e levado ao forno de micro-
ondas em temperatura média-maxima por 15 minu- A idade dos pacientes variou de 40 a 74 anos,
tos, sendo apos retirado e deixado em repouso a tencom uma meédia de 64,2 anos. A distribuicdo dos ni-
peratura ambiente por 15 minutos. ApdOs adicionarveis de PSA variou de 1,8 a 57,0 ng/ml, sendo que
sobre 0 material uma solucdo tampéao PBS (pH = 7,6Em 93 % dos casos o PSA foi superior a 4,0 ng/ml.
procedeu-se ao bloqueio da peroxidase enddgena, O estadio clinico T3 foi identificado em
incubando-se os cortes em uma solucdo a 3% d&2,2% (16/72) dos pacientes e 0 escore de Gleason,
peréxido de hidrogénio em metanol, por 30 minutosfoi igual ou superior a 7 em 30,6% (22/72) dos ca-
a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se usos. De maneira consistente com os dados da litera-
ciclo de lavagem com agua destilada e incubou-se ¢ura, os estadios clinicos mais avancados foram
material por 30 minutos huma solucéo contendo 4%acompanhados pelos valores da gradacéo histologica
de soro normal em PBS. O anticorpo primario anti-de Gleason mais elevados (Tabela-1).
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Tabela 1 -Distribuicdo dos dados de estadio clinico tiva entre a positividade para o antigeno p53 e os
e da mediana do escore de Gleason dos 72 casos. niveis de PSA pré-cirargico (p = 0,515; Mann-
Whitney) ou os valores do escore de Gleason (p =
Estadio N Mediana dos Escores de Gleason 0,137, Mann-Whitney) (Tabela-3).

T2a 17 3(2a7)

T2b 13 5(a7) Tabela 3 -Distribuicdo da mediana e da amplitude

T2¢ 26 5(2a09) dos valores do PSA pré-cirargico (ng/ml) e dos
T3a 2 8 (5 a 10) valores da graduacédo histologica de Gleason dos
T3c 14 7 (5 a 10) casos com reacao imuno-histoquimica positiva ou

negativa para a proteina p53.

Entre os 72 casos analisados, 6,9% (5/72)
apresentaram reacao nuclear positiva. Em nenhunfratores Reacao Imuno-histoquimica p53 p
destes casos a positividade foi homogénea em toda Positiva Negativa

a lamina (Figura-1). Embora 22 pacientes tivessen;)DSA 16,1 (7,9-45.3) 12,0(18-57,0) 0,515
escore de Gleason maior ou igual a 7, apenas 13,6 @Ieason 5 (7’ - 10) ' 3’ (5’_ 10) ' 0 ’137

w A ma ko AN DpiscussAo

] L™ F ayd . L '.,,* A histdria natural do carcinoma de préstata
y ¥ T a2 W] - mostra comportamento bioldgico heterogéneo, vari-
L . Al e = : ando de uma forma indolente até uma forma agressi-
Tl . . va com ocorréncia de metastase precoce (1,11).
- Rud 00 aa Os mecanismos que levam o tumor de proés-
¥ - s s vir-e L %Y tata a se desenvolver ainda séo pouco conhecidos.
I "5 ak p™d Y ; Os esforcos na elucidacdo dos mecanismos
A apl L . e -l moleculares do processo da carcinogénese prostatica,
Figura 1 Nu:Ieos de célulras neo Iésicas apresentando ndo identificaram nenhum marcador biologico que
reagéo imuno-histoquimica positiva%araa p;rotpel’na p53, em eSt?Ja ligado a‘?S estadios IOICIaLS' Surge, p_or essa
areas de pouca diferenciacdo (imunomarcagéo, X400). ~ 'aZ&0, a necessidade da realizacao de pesquisas para
identificar um marcador que possa oferecer melho-
(3/22) apresentaram reagdo p53 positiva. Os pacires informacdes progndsticas do que as rotineiramente
entes com 0 escore menor que 7 tiveram apenagsadas e que sdo baseadas na avaliagdo clinica e
positividade de 4,0% (2/50) e estes indices ndo fo-anatomopatolégica.
ram significativos (p = 0,386; teste exato de Fischer) Alguns autores descreveram uma associagao
(Tabela 2). N&o foi observado associagao significa-significativa entre a alteragdo na expresséo da prote-
. L ina p53 nuclear e o cancer de préstata (10,12,13).
Tabela 2 -Frequéncia dos casos com reagao imuno- emhora estes trabalhos tenham relacionado este fe-
hlstogwmlca positiva ou negativa para pS3 €M pnameno como um evento favoravel no acompanha-
relagéo ao escore de Gleason. mento de pacientes com cancer de prostata submeti-
Escore de Gleason Reac&o Imuno-histoquimica p53 dos a prostatectomia radical, existe um numero sig-
Positiva Negativa nificativo de outros estudos que ndo confirmam tais
resultados (7,14-16). Por outro lado, sdo escassos 0s

377 1282? (ggé) gggz;o (iggg) trabalhos desta natureza em nossa populagéo.
0% (2/50) 0% ) Em nosso estudo observamos uma baixa fre-
p =0,386 quéncia de tumores apresentando acumulo nuclear da
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proteina p53 (6,9%). Esta observacao esta de acorddos (20). Entretanto alguns estudos mostram que o
com diversos estudos que sugerem que a mutacdo ageumulo nuclear da proteina p53 correlaciona-se bem
p53 é um evento tardio na carcinogénese prostaticacom a presenca de mutagfes no gene TP53, sugerindo
A confirmacao destes resultados, portanto, inviabilizaque esta técnica simples e rapida pode ser adequada a
a utilizacdo da deteccado imuno-histoquimica destaeste tipo de estudo (21,22). Em nosso trabalho, foi re-
proteina como um marcador independente, com proalizada apenas a caracteriza¢do da positividade pela

positos prognaosticos.

técnica imuno-histoquimica, ndo identificando-se a

Entre as variaveis clinicopatologicas utiliza- possivel mutacéo.

das na avaliacéo da evolucéo dos tumores, a gradagao
de Gleason é o pardmetro de melhor valor preditivo
para definir o prognostico de pacientes com
adenocarcinoma de prostata. O escore igual ou maior
gue 7 indica pior prognostico (17). Em nosso traba-

Projeto de Pesquisa apoiado pela CAPES

lho ndo pudemos demonstrar associacao significatiREFERENCIAS

va entre a freqiiéncia de rea¢des imuno-histoquimicas
positivas do p53 com esta variavel (p = 0,137). 1.
Apesar dos trabalhos publicados relacionan-
do a proteina p53 e o cancer de prdstata, o entusiag-
mo inicial, que adveio com a identificacdo do gene
TP53, parece ter diminuido com o passar dos anos3.
arrefecendo a esperanca de que este pudesse se tor-
nar um marcador independente para evolucao do car-
cinoma de préstata, pois a sua manifestacéo é de oco-
réncia tardia. O marcador ideal seria aquele que ja
demonstrasse positividade tecidual em estadios ini-
ciais e assim pudesse prever o quadro evolutivo, me-
Ihor do que o fazem a graduacao histologica pelo
meétodo de Gleason, o PSA, e o estadiamento TNIVb.
(18). Como a detecgdo imuno-histoquimica desta pro-
teina mostra evidéncias de estar associada aos esta-
dios avancados da doenca, onde na maioria das vezés
agraduacao de Gleason é alta, o que sugere pior prog-
néstico, este evento perde o seu significado como um
indicador preditivo independente de prognéstico. 7.
Devemos assinalar, por outro lado, que a
positividade pela imuno-histoquimica nao indica ne-
cessariamente a presencga de proteina mutada, ja que
ela pode acumular-se no ndcleo por outras razdes com8,
por exemplo, anormalidades em outros genes envolvi-
dos no metabolismo e regulacdo do gene TP53 ou a
presenca de antigenos virais (19,20). Também, nem
todos os tumores com mutacdo do gene TP53 serdo
detectados pela reagdo imuno-histoquimica. Algun.
tipos de mutagéo podem resultar na expressao de uma
proteina truncada que nao apresentaria sitio antigénico
para ser reconhecido pelos anticorpos comumente usa-
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DETECCAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA P53 EM PACIENTES PORTADORES DE
CARCINOMA LOCALIZADO DA PROSTATA

Objetivo: Avaliar a freqiiéncia de reacdes positivas para a proteina p53, no cancer localizado de prés

tata e examinar a relagcdo com os parametros de estadiamento clinico e anatomopatoldgicos.

Material e Métodos: Foram avaliadas retrospectivamente 72 pecas cirdrgicas do arquivo de materia
do Instituto de Pesquisas Cito-Oncolégias da Fundacao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas, de pacien
atendidos no ambulatério do Servigco de Urologia do Complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericérdia d
Porto Alegre e que foram submetidos a prostatectomia radical, tendo sido estagiados no pré-operatorio con
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portadores de carcinoma localizado. A deteccéo da proteina p53 foi realizada por meio de técnica imuno-
histoquimica.

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 estadio clinico T3 e 30,6% apresentaram escore de Gleason igual o superior a 7. A reacao nuclear positiva
para proteina p53 foi detectada em 6,9% dos casos, sendo que em nenhum deles a reatividade foi homogénea
em toda a lamina. Dentre os pacientes em que o escore de Gleason era igual ou superior a 7, 13,6 % manifesta-
ram reatividade positiva para a proteina p53, enquanto que dos que tiveram o escore de Gleason inferior a 7,
apenas 4 % demonstraram reacao positiva. Estes valores, entretanto, ndo apresentaram diferencas estatistica-
mente significativas (p = 0,386, teste exato de Fisher). Da mesma forma n&do observamos diferengas estatistica-
mente significativas entre a positividade para a p53 e os niveis de PSA pré-cirlrgico ou os valores do escore de
Gleason (p = 0,515 e p = 0,137, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Concluséo: Estes resultados mostram que a proteina p53, ndo € um marcador independente no cancer
de préstata neste grupo de pacientes.

Unitermos: prostata, cancer de préstata, proteina p53, progndstico, imuno-histoquimica
Braz J Urol, 26: 270-275, 2000
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