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ABSTRACT

Purpose: There is evidence that the p53 gene expression has prognostic value in patients with bladde
transitional cell carcinoma (TCC). We evaluated the p53 expression, by means of immunohistochemistry, as
prognostic factor in the TCC of the bladder in our Institution and compared our findings with those reported in
the literature.

Material and Methods: A retrospective study of 80 patients with bladder TCC (65 male and 15 female)
aged 18 to 81 years old (mean = 62) was performed. Mean follow-up time was 33 months. Representative
tumor sections were stained with an anti-p53 antibody. Chi-square and Fisher’'s exact test were used, an
survival curves were plotted and analyzed using the Kaplan-Meier method. A value of p < 0.05 was considerec
statistically significant.

Results: Of the 80 patients studied, 41 were at stage Ta/T1 (51.2%) and 39 at stage T2/T4 (48.8%)
Fifty-two (65%) had histological grade 2 or less and 28 (35%) had grade 3 or 4. Tumors with less differentiated
histological grades correlated with recurrence (p = 0.001), progression and tumor-related death (p = 0.005)
Increased expression of p53 was observed in 38 cases (47.5%) and was associated with higher grades &
advanced stages, but not with recurrence, progression or tumor-related death (p = 0.01 and p = 0.045, respectivel
Histological grade was the most significant factor for recurrence. Patient survival after diagnosis was lower for
the group with histological grade greater than 2 (p = 0.015). Histological grade greater than 2 and advance
stages were also related with earlier recurrence.

Conclusion: The results confirm the importance of histological grade as a prognostic factor. The
immunohistochemical expression of p53 was not found to be a prognostic marker, possibly due to tumor-
related variations and method limitations. Nevertheless, the results suggest that the evaluation of p53 may brin
additional information to the traditional prognostic factors currently in use.
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INTRODUCAO vesicais estadio T1 (2). Detectaram que pacientes com
aumento de expressao da proteina p53, ou seja, aque-

Em 1991 descreveu-se a associacdo das mues portadores de tumores com mutacéo do gene p53,
tacbes do gene p53 com casos de carcinoma d@m alta probabilidade de progressao. Porém, reafir-
epitélio transicional da bexiga (CET) de alto Grau maram a necessidade de novos estudos para confir-
histolégico e invasivos, e sugeriu-se um possivel vaimar os resultados e justificar o uso do método clini-
lor clinico para a detecgéo da proteina p53 através deamente. Existem dados na literatura conflitantes a
técnica de imuno-histoquimica (1). esses, e persiste a duvida quanto ao papel da expres-

Sarkis et al. testaram a reacdo imuno-sdo da gene p53 como fator independente no prog-
histoquimica da proteina p53 em 43 carcinomasnéstico de carcinomas vesicais (3-6).
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Diante das contradicbes da literatura elabo-As curvas para o tempo livre da doenca foram obti-
rou-se um estudo para comparar a expressao imunatas através da técnica de Kaplan-Meier e compara-
histoquimica da proteina p53 com os tradicionais fato-das pelos testes de Cox-Mantel e Wilcoxon. Adotou-
res prognasticos do carcinoma do epitélio transicionalse o nivel de significancia de 5%.
vesical (CET): Grau histoldgico e estadio clinico. Pre-
tendeu-se ainda, analisar as possiveis diferencas entRESULTADOS
os resultados da literatura sobre o tema.

i Quarenta e um pacientes classificaram-se no
MATERIAL E METODOS grupo de estadio Ta/T1 (51.2%) e 39 pertenceram ao
grupo T2 a T4 (48.8%), sendo ambos 0s grupos uni-

A populacéo consistiu de 80 pacientes trata-formes para a idade e sexo. Cinquienta e dois pacien-
dos entre 1986 e 1997, sendo 15 (18.8%) mulheres s (65%) incorporaram-se ao grupo A de Grau me-
65 (81.3%) homens, acompanhados em média por 38or ou igual a Il e 28 (35%) entre aqueles de Grau
meses, com variacao de 2 a 144 meses. A idade vdnistologico maior que Il (grupo B).
riou entre 18 anos e 81 anos, com média de 62 anos. Quarenta e trés pacientes apresentaram

As variaveis estudadas foram estadio clini- recorréncias tumorais (53.7%) e desses, 13 progredi-
co, Grau histoldgico e expressao imuno-histoquimicaram e evoluiram para o 6bito (16.3%). Nao existiram
da proteina p53 no momento do diagndstico. diferencas entre os grupos com e sem recorréncias

Sem conhecimento do diagndéstico prévio, em relacdo a idade e tempo de acompanhamento.
estadio e da evolucéo do doente um patologista reviCasos com Graus histoldgicos maior que Il apresen-
sou todas as laminas das pecas cirdrgicas, em bus¢aram uma maior probabilidade de recidiva e de pro-
da amostra mais significativa de cada tumor, dividin-gressao com Gbito, com p =0.001 e p = 0.005 respec-
do-se a graduacao histoldgica em 2 grupos: grupo Aivamente.
com tumores de Grau | e Il e grupo B com tumores A expressao aumentada da proteina p53 foi
acima de Grau Il (classificagcdo da OMS). observada em 38 casos (47.5%). Essa porcentagem

A andlise imuno-histoquimica foi realizada n&o se alterou mesmo quando elevou-se o indice de
com tecidos deparafinados da lamina com o padragositividade nuclear para 20%.
celular mais representa_ltlvo de cad_a paciente, e IC)ro"l'abela 1- Distribuicdo das variaveis em relacdo a
cessados com o anticorpo anti-p53 PAb 1801. "~ " P ~ -

: . incidéncia de recorréncias progresséo e o6bitos.
(anticorpo murino, classe 1gG1, Vector Labs,
Burlingame, CA). Usou-se como controles positivos
da técnica fragmentos de carcinoma de mama cora

Recorréncias

p53 positivos, e epitélio normal, linfécitos e células Variaveis — Presentes  Ausentes p*
estromais como controles negativos intra-teciduais. Grau= Il 21 31
Considerou-se como positivo para a expres-Grau > i 22 06 0.001*
séo da proteina p53 tumores com pelo menos 109933 (+) 15 23
das células reagentes, conforme protocolo anterior n853,(‘_) 22 20 0.248
literatura (7). Estadio= T1 19 22
Os resultados foram ordenados em 2 gruposEstadio>T1 24 15 0.170
carcinomas positivos e negativos para a proteina p53. Progressao e Obitos
A classificacgo do estadio clinico dividiu a Grau<ll 04 48
populacio em outros 2 grupos: tumores superficiaiscrau > Il 09 19 0.008*
(até T1) e tumores infiltrativos ou metastaticos (aci-P>3 (+) 09 29
ma de T1). P53 () 04 38 0.086
As analises das variaveis foram verificadas Estadio= T1 02 39
pelo Teste do Qui-quadrado e Teste Exato de FisheEStadio > T1 11 28 0.005*
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Houve uma associacéo entre tumores Grau O Grau histologico maior que Il também
Il (grupo B) e p53 positivo (p = 0.001), e também, constituiu-se em fator significativo para a distribui-
entre tumores com estadio T2 a T4 e p53 positivos (do da recorréncia ao longo do tempo (p = 0.002)
= 0.045). N&o existiu associacao entre casos p53 paczom tendéncia a recorréncias antes dos 2 anos de
sitivos e recorréncia tumoral (p = 0.24) ou com osacompanhamento (Figura-2). O mesmo existiu para
casos que progrediram ao 6bito (p = 0.086). A distri-estadios avancados (p = 0.001) (Figura-3).
buicdo das variaveis quanto a incidéncia de 1o}
recorréncias e oObitos esta ilustrada na Tabela-1. oof

O grupo com Grau histolégico maior que |l
apresentou um menor tempo de sobrevida apos o dig g
agnostico (p = 0.015). A curva de sobrevida em rela—§ o7
¢do ao Grau histoldgico esta representada na Figurag °°f
1. A expresséo do gene p53 néo se relacionou con:;} 05¢ %;;

__ Estadio Ta/T1
----- Estadio T2/T4
0 = recidiva

menor tempo de sobrevida (p = 0.273). g o4 R +
1,0 03f :
: %Hﬁ—i—r—kﬂﬂﬁv—hh J—y
0,9 L 0,2F
%c'n I 1 t
0,8 % 0,1F
0,0 Lssan . T . T . T
gorf G o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
s Ob+ sHH+ -4+ -- -4 -4 - -+
g 06 Tempo (anos)
3 Figura 3 - Curva para tempo de recidiva segundo o estadio
g (p = 0.001).
S 04 .
§ Graulell Apenas 2 tumores com p53 positivo recorre-
03 Grau lll ram apos 2 anos de acompanhamento, em contraste
02 o = recidiva / 6bito aos tumores p53 negativos com distribuicdo de
0.1 recorréncias mais uniforme ao longo do tempo (p =
00 0.013). A Figura-4 sumariza as recorréncias ao longo
0 20 40 60 80 100 120 140 do tempo de acordo com a expressao do gene p53.

Tempo (meses)

Figura 1 - Curva de progress&o e sobrevida segundo o grau 4 4
histolégico (p = 0.0015).
0,9
1,0 0.8 __ p53(+)
00 Graul, it | % e pP33(-)
----- Grau lll, IV 8 0.7 o0 = recidiva
08 0 = recidiva 2 06
8 07 3
< @
g 06 %i'é ° 05 O - - -,
5 0,4 & 03 dl)-++~----+
o
T 03 Oremmrmmmnnmneaneny
e | e 0.2
0.2
0,1
0,1
00 0,0 ,
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Figura 2 - Curva para tempo de recidiva segundo o grau Figura 4 - Curva para o tempo de recidiva conforme a
histolégico (p = 0.002). expressdo do gene p53 (p = 0.013).
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DISCUSSAO pressdo do gene p53, porém nao existiram mu-
dancas na porcentagem de casos positivos quan-
N&o existem pesquisas prospectivas sobre alo aumentou-se esse indice para 20%. A literatu-
gene p53 no carcinoma do epitélio transicional vesicalya contém estudos com indices de corte de 5% a
existindo assim, a possibilidade de erros metodolégicod0%, porém a maioria dos autores adota 10% ou
inerentes aos diversos estudos retrospectivos. 20% (11-13). Assim, sugere-se que o indice ado-
Uma possivel explicacdo para os resultadostado como critério de positividade nao deva in-
conflitantes da literatura a respeito da funcéo do genéluir como causa para os diferentes resultados da
p53 no CET ¢ a dificuldade de padronizacéo das diliteratura.
ferentes técnicas de deteccdo das mutacdes do gene Além das questbes técnicas ou metodo-
p53, ja que nenhuma delas tém sensibilidade de 100%®gicas, existem também davidas sobre a biologia
(3). Por exemplo, existe uma relagéo inversa entre adumoral. Uma origem policlonal para o CET pode
tamanho do fragmento de DNA e a sensibilidade daexplicar a expressdo imuno-histoquimica heterogé-
reacdo em cadeia da enzima polimerase. Em um fragiea dentro de um mesmo tumor, limitando assim a
mento com 155 pares de bases a sensibilidade é ddilidade do método. Outra hipotese é a propria agdo
97%, para um fragmento de 420 pares € de 58% o gene p53 que se efetua por fatores apenas parci-
apenas 3% para 600 pares (8). almente por ele controlado. Por exemplo, a protei-
A proteina p53 mutada tem uma meia-vida na p53 normal ativa complexos ciclina-dependen-
maior que a proteina natural, permitindo sua identifi-tes bloqueando o ciclo celular em G1, porém, exis-
cacao através da reacdo com anticorpos especificoeem mecanismos que também bloqueiam a fase G1,
Assim na técnica de imuno-histoquimica, resultadosmesmo na presenca da proteina p53 mutada. A ex-
falsos positivos podem ocorrer sem a mutacao do genpressao imuno-histoquimica tumoral provavelmen-
p53, pelo aumento da transcricdo em células rapidate reflete apenas uma parte da complexa interacao
mente proliferativas ou pela inativacdo de um fatorentre genes e fatores de ativacéo (14). O estudo dessa
necessario para a degradacao da proteina p53, deséigascata” molecular poderia explicar melhor a
cadeando uma quantidade relativa maior da proteinaiscordancia da literatura (3-6).
p53 natural. E, embora considere-se que 90% das A expressdo aumentada do gene p53 néo foi
mutacdes possam ser detectadas por imunofator progndstico, mas alguns aspectos observados
histoquimica, falsos negativos ocorrem em muta¢cdesugerem uma participacdo dessa variavel na evolu-
gue produzem proteinas p53 muito alteradas, que ndgdo da neoplasia. A mutacdo do gene p53 relacio-
respondem aos receptores nucleares (8). nou-se com alto Grau histolégico e estadio avanca-
Outra explicacao as controvérsias seria a di-do. Do mesmo modo, as recidivas de casos p53 (+)
ferente expressdo dos varios anticorpos, que compderam mais precoces.
rados ao PAb 1801, apresentam resultados inferiores Pode-se contrapor a esses resultados, a idéia
na deteccado das mutagBes em tecidos fixados eme que eles apenas refletem os ja& demonstrados pelo
formalina. Por outro lado, o grau de concordanciaGrau histolégico. Mas nao se deve esquecer, de que
entre a imuno-histoquimica com o anticorpo Pab1801a definicdo do Grau depende da interpretacdo pes-
em material a fresco e parafinado esta torno de 92%o0al do patologista sobre as diversas caracteristicas
a 96% (9). Contudo, comparando-se 3 anticorposmorfolégicas celulares, e que nhem sempre laudos
CM1, PAb1801 e D07, em exames a fresco (10 ca-de diferentes patologistas sdo concordantes.
s0s) e em parafina (21 casos), observou-se que o prin- Uma alternativa seria estudar a concomi-
cipal fator de discordancia é a expressao variavel dédncia da mutacdo do gene p53 com outros genes e
proteina p53 dentro de uma mesma amostra tumorafatores celulares, procurando assim outras interagoes
independente do anticorpo utilizado (10). no ciclo celular. Porém, também essas correlacdes
Considerou-se o indice de 10% de positi- demonstram resultados duvidosos quanto ao seu va-
vidade nuclear como ponto de corte para a exdor clinico (5,15).
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Sabe-se que geralmente recorréncias super- Necessita-se compreender melhor a relagéo
ficiais ocorrem com tumores dipléides e p53 mutanteentre 0s varios agentes atuantes na biologia tumoral,
negativo e, tumores com metastases sao aneuploidegprimorar e padronizar técnicas de detec¢do para uma

e p53 positivos, porém, ambos sem vantagens progeonclusao definitiva sobre o papel clinico da expres-
nosticas sobre os indices de proliferacao celular (15)séo do gene p53.

Outros autores estudaram a associacao de ambos fa-

tores e ainda que com casuisticas pequenas, 33 e S’REFERENCIAS

casos, respectivamente, sugeriram vantagens na
deteccdo progndstica da associacao entre aneuploidia
e expressao aumentada da proteina p53 (5,16).

Um segundo efeito cooperativo estudado foi
do gene p53 e gene do retinoblastoma (Rb). A
concomitancia da perda do gene Rb e a expressao
aumentada do gene p53 foi relacionada com o au2.
mento da fragdo de crescimento celular em CET (9).
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bremaneira quando houve a associacéo da alteragéo
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CONCLUSAO
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COMENTARIO EDITORIAL

Com o avanco da biologia molecular, varios

32: 229-236, 1997. cromossomos, genes e proteinas vém sendo
Jahnson S, Karlsson MG: Predictive value of p53pesquisados e alguns como o p53, PCNA, Ki67, BCL-
and pRb immunostaining in locally advanced 2, c-ERB e outros vem tendo importancia no prog-
bladder cancer treated with cystectomy. J Urol, ndstico e seguimento de varios tumores uroldgicos.
160: 1291-1296, 1998. A literatura € controversa ainda em varios
Raitanen MP, Teuvo L, Tammela J, Kallioinen pontos, com trabalhos mostrando importancia na ex-
M, Isola J: p53 accumulation, deoxyribonucleic pressao do p53 quanto ao prognéstico dos tumores
acid ploidy and progression of bladder cancer. Juroteliais vesicais superficiais, e outros ndo conse-
Urol, 157: 1250-1253, 1997. guindo mostrar essa diferenca. Na discusséo o autor
Mellon K, Wilkinson S, Vickers J, Robinson MC, abordou com propriedade que a heterogenicidade das
Shenton BK, Neal DE: Abnormalities in p53 and séries e dos métodos podem ser responsaveis pelos
DNA content in transitional cell carcinoma of diferentes resultados. O fato da maioria das séries
the bladder. Br J Urol, 73; 522-525, 1994. apresentarem casuisticas retrospectivas e com mate-
Cordon-Cardo C, Zhang Z, Dalbagni G, Drobnjak rial colhido da parafina também sao fatores que po-
M, Charytonowicz E, Hu S, Xu H, Reuter VE, dem contribuir para resultados controversos.
Benedict WF. Cooperative effects of p53 and Multiplas anormalidades moleculares tém
pRB alterations in primary superficial bladder sido identificadas no carcinoma urotelial de bexiga,
tumors. Cancer Research, 57: 1217-1221, 1997entre eles a perda de material genético do cromos-
. Vollmer RT, Humphrey PA, Swanson PE, Wick somo 9, provocando a inativacédo de gens supressores
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de tumor. As alteracdes do cromossomo 9 pareceno avanco da genética molecular, importantes aspec-
ser secundarias nessas lesdes, sendo que a inativagés da génese, diagnostico, tratamento e seguimento
do p53 geralmente ocorre antes da perda dalesses tumores serdo entendidos e poderao ser utili-

cromossomo 9. zados na prética clinica.
Certamente os passos da tumorogénese da Flavio Hering
bexiga sao varios e alguns desconhecidos, porém com Escola Paulista de Medicina (UNIFESP)
RESUMO

IMPORTANCIA PROGNOSTICA DA EXPRESSAO DO GENE P53 NO CARCINOMA DE CELULAS
TRANSICIONAIS DA BEXIGA

Objetivo: Verificar a importancia prognéstica do gene p53 através de imuno-histoquimica no carcino-
ma do epitélio transicional, comparando-o com Grau histologico e estadio clinico.

Métodos: Estudo retrospectivo com 80 pacientes acompanhados por 33 meses em média. Empregou-
0 anticorpo PAb 1801 em pecas deparafinadas. Utilizou-se o teste do Qui-quadrado e o Teste Exato de Fishe
as curvas de sobrevida foram analisadas com a técnica de Kaplan-Meier, com p < 0.05.

Resultados: Quarenta e um pacientes classificaram-se como estadio Ta/T1 (51.2%) e 39 como T2/T.
(48.8%); 52 deles (65%) apresentaram Grau histolégico menor ou igual a |l e 28 pacientes (35%) Grau maio
que Il. Tumores com Graus histolégicos indiferenciados relacionaram-se com recorréncias (p = 0.001), pro
gressao e 6bitos (p = 0.008), e estadios avangcados com progressao e Obitos (p = 0.005). A expressao aument
da proteina p53 esteve presente em 38 casos (47.5%) e associou-se a altos Graus e estadios avangados
0.001 e p = 0.045), mas nao com recorréncia ou progressao e 6bito (p = 0.24 e p = 0.086). Ao longo do temf
a expressao aumentada do p53 apresentou uma tendéncia de recorréncia mais precoce do que no grupo
negativo (p = 0.013). O grupo com Grau histol6gico maior que Il mostrou uma sobrevida mais curta (p =
0.015). O Grau histolégico maior que |l e estadios avancados também constituiram-se em fatores significativo
para a precocidade da recorréncia (p = 0.002 e p = 0.001).

Conclusao: Nossos resultados reafirmam a importancia do Grau histoldégico como fator progndstico. A
expressao imuno-histoquimica do gene p53 ndo representou um marcador prognostico, provavelmente p
fatores inerentes ao tumor e também pelas limitacdes do método. Entretanto, os resultados sugerem que
possa somar novas informacdes aos fatores prognosticos tradicionais.
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