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I. INTRODUCAO

I.1. Pele - Aspectos histologicos

A pele recobre a superficie do corpo e representa uma importante barreira
contra agentes nocivos do ambiente, como os raios ultravioleta e os antigenos bacterianos, e
protege o organismo da dessecagdo e de injurias mecanicas gragas a sua camada cornea mais
externa. Além disso, participa do processo de regulagdo térmica, da percepgdo sensorial, bem
como da sintese, do armazenamento e da excre¢do de diferentes substdncias (Junqueira &
Cameiro, 1990; Murphy er al., 1991). Suas caracteristicas variam com os locais
considerados, como o escalpo, a pele da face, do tronco e das extremidades, que podem
exibir desde diferengas detectaveis apenas no nivel microscopico até aquelas visiveis a olho
nu (Pinkus, 1976).

Histologicamente, a pele € constituida por uma porgdo epitelial de origem
ectodérmica, a epiderme, € uma porg¢do conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo
e em continuidade com a derme esta a hipoderme ou tecido subcutineo, que serve de suporte
aos Orgdos subjacentes (Junqueira & Carneiro, 1990). Na pele observam-se varias estruturas
conhecidas como apéndices cutaneos, que compreendem os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas e sebaceas. O numero, a composi¢gdo e a espessura de cada um desses
componentes apresentam variagoes determinadas pelas diferentes caracteristicas topograficas
e fisiologicas. Variagdo adicional é atribuida a idade, ao sexo, ao estado hormonal e a
constituigdo genética (Klein-Szanto, 1989; Pinkus & Merhregan, 1991).

A epiderme ¢ constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado de renovagdo continua. O tipo celular mais abundante é representado pelos
queratindcitos, que sintetizam os principais componentes estruturais da barreira epidérmica
através de um processo de diferenciagdo. Originam-se na camada basal, a mais interna da
epiderme €, apos divisoes celulares sucessivas, alguns permanecem no local como células
pluripotentes, enquanto outros migram para estratos epidérmicos superiores (Eckert &
Rorke, 1989).

Durante a migra¢do em dire¢do a superficie, as células epidérmicas alteram-se
dramaticamente, tanto bioquimica quanto morfologicamente. Nesse processo de
diferenciagdo, realizam a sintese de importantes proteinas estruturais e cataliticas como
involucrina, queratina, filagrina e transglutaminase. Sdo essas proteinas que conferem o

aspecto caracteristico do tecido. A camada basal, por exemplo, é constituida de células




prismaticas ou cuboides, que estdo separadas da derme por uma nitida membrana basal. Esta
camada também ¢ denominada germinativa por apresentar intensa atividade mitdtica
responsavel pela constante renovagdo da epiderme. A camada imediatamente superior €
denominada espinhosa, ou de Malpighi, apresenta células poligonais, com nicleo central,
numerosas jungdes intercelulares (desmossomos) e muitas fibrilas de citoqueratina que
conferem importante fungdo na manutengdo da coesdo das células da epiderme e,
consequentemente, na sua resisténcia ao atrito. Com a continua migragéo para a superficie,
as células espinhosas tornam-se achatadas, com nucleos menores e condensados, citoplasma
rico em granulos de queratohialina, constituindo a camada granulosa, que tem fung¢do
auxiliar na barreira fisiologica. A porgdo mais externa da epiderme compreende a camada
cornea, representada pelos queratindcitos diferenciados, sem nicleo e com citoplasma
repleto de queratina. Em algumas regides do corpo, de maior complexidade da epiderme,
pode estar presente uma quinta camada abaixo do estrato corneo, denominada lucida, que
representa a zona de transigdo entre células vivas e mortas (Pinkus, 1976; Klein-Szanto,
1989; Hashimoto & Mehregan, 1990).

Além dos queratindcitos, a epiderme contém outros dois tipos celulares: as
células dendriticas (melandcitos e células de Langerhans) e as células de Merkell. Os
melandcitos originam-se de células da crista neural embrionaria e migram para a epiderme
em desenvolvimento. Esse tipo celular apresenta diversos tamanhos e formas, de acordo com
a localizagdo e o estado funcional. Ultraestruturalmente mostram complexo de Golgi muito
desenvolvido e prolongamentos que estabelecem contatos citoplasmaticos e especializagdo
de membrana entre as células das camadas basal e espinhosa. A melanogénese, ou seja, a
sintese do pigmento melanina, ocorre em estruturas membranosas complexas dos
melanocitos, os melanossomos. Nessas organelas, a tirosina é convertida em DOPA
(diidroxifenilalanina) que, por sua vez, ¢ oxidada e polarizada para originar a melanina,
posteriormente transferida para os queratindcitos mais superficiais através dos
prolongamentos citoplasmaticos. O escurecimento da pele por exposi¢do a luz solar ocorre
inicialmente por fendomenos biofisicos da melanina pré-existente nos queratindcitos e, apos
esse evento, em virtude da aceleragdo do processo de biossintese do pigmento (Hashimoto &
Mehregan, 1990; Junqueira & Carneiro, 1990; Della Porta, 1992).

As células de Langerhans sdo originadas na medula 0ssea e migram para a

epiderme por volta da 17¢ semana de vida intra-uterina. Segundo Hashimoto ¢ Mehregan

(1990), existem duvidas se, no individuo adulto, sdo provenientes da medula ou de mitoses
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intra-epidérmicas que ocorrem ao longo da vida. Esse tipo celular faz parte do sistema
imunoldgico, realizando captagdo e processamento de sinais antigénicos € posterior
transferéncia dessas informag¢des para os linfocitos (Murphy ef al.,1991). Apresentam
também fungdo de macrofagos e migram através do parénquima em muitos tumores
derivados da epiderme e de seus apéndices, como ceratose seborréica e cilindroma dermal
(Hashimoto & Mehregan, 1990).

O terceiro componente celular epidérmico consiste nas células de Merkel,

frequentemente encontradas na pele das extremidades do corpo e relacionadas com a

percepgdo sensorial. Os tumores epidérmicos raramente as contém, talvez pela sua baixa
frequéncia mesmo em tecidos normais, onde sdo vistas ligadas aos queratindcitos através de
desmossomos. Apresentam origem controversa € seus mecanismos de propagag¢do sdo
desconhecidos, pois ndo sdo encontrados relatos de mitoses nesse tipo celular (Hashimoto &
Mehregan, 1990).

A derme ¢ o tecido conjuntivo sobre o qual se apdia a epiderme. Sua espessura
¢ variavel e apresenta, basicamente, muitas fibras colagenas e elasticas, numerosos nervos e
vasos sanguineos e linfaticos, além de estruturas derivadas da epiderme como pélos,
glandulas sebaceas e sudoriparas e unhas (Klein-Szanto, 1989). Possui duas camadas de
limites pouco distintos, a papilar, mais superficial e constituida por tecido conjuntivo frouxo,
e a reticular, mais espessa e profunda e formada por tecido conjuntivo denso (Junqueira &

Cameiro, 1990).

I.2. Tumores de Pele - Aspectos biologicos e histolégicos

A proliferagdo das células da pele, bem como de outros drgdos, é um processo
meticulosamente controlado, que responde as necessidades especificas do organismo.
Ocasionalmente esse controle ¢ rompido e um processo desordenado de divisdes mitoticas
pode resultar em uma massa de células alteradas denominada tumor (Darnell er al., 1986).
Os tumores podem ser classificados com base em suas células de origem ou de acordo com o
seu comportamento. Sampaio et al. (1987), por exemplo, classificam as neoplasias cutdneas
em dois grupos de acordo com sua origem embrionaria. As ectodérmicas incluem aquelas
que atingem a epiderme e seus anexos. enquanto as mesodérmicas compreendem os tumores

da derme e do tecido subcutidneo. As neoplasias benignas caracterizam-se pelo crescimento
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lento e expansivo, que desloca gradativamente o tecido normal, ndo apresentam mitoses
atipicas, anaplasias celulares e metastases. As malignas, por sua vez, sio anaplasicas,
infiltrantes e destroem o tecido adjacente. Crescem rapidamente e apresentam mitoses
anOmalas e capacidade de metastatizar (Sampaio ef al., 1987; Lever & Lever, 1990). A pele
também apresenta lesdes pré-malignas ou carcinomas in situ que, embora citologicamente
malignas, ndo manifestam comportamento agressivo. Entre elas podem ser citadas a ceratose
solar e a doenga de Bowen e, entre as malignas, o melanoma e os carcinomas baso e
espinocelular. Finalmente, entre as lesdes benignas, estdo os nevos, o0 acantoma, a ceratose
seborréica, os cistos e o ceratoacantoma (Sampaio et al., 1987, Lever & Lever, 1990). Os
exemplos citados sdo de tumores epidérmicos, mas existem também tumores dérmicos bem
conhecidos. Os mais importantes sdo os lipomas, os fibromas, os lipossarcomas e os
fibrossarcomas (Klein-Szanto, 1989). Alguns tumores epidérmicos, pela importancia clinica
e pela frequéncia, serdo detalhados a seguir.

A ceratose solar, ceratose senil ou actinica é uma lesdo pré-maligna bastante
comum que ocorre em areas do organismo expostas ao sol de individuos idosos e de pele
clara (Hashimoto & Mehregan, 1990). Surge preferencialmente na face e no dorso das mios
e, em geral, possui didmetro inferior a 1 cm, superficie aspera e cor que varia de amarelo a
castanho escuro. Devido ao excesso de queratina acumulada nas suas células, pode
apresentar escamas que, ao serem destacadas, ocasionam pequenas hemorragias. O curso da
patologia € cronico e pode ocorrer malignizagdo em aproximadamente 25% dos casos,
resultando em carcinomas baso e espinocelulares (Klein-Szanto, 1989). Segundo Sampaio ef
al. (1987) e Murphy et al. (1991), a exposigdo a radia¢do ionizante, hidrocarbonetos e
substancias arsenicais induzem, muitas vezes, lesdes semelhantes.

Do ponto de vista histopatoldgico, as ceratoses sdo carcinomas espinocelulares
in situ porque exibem a presenga de células anaplasicas mas, biologicamente, sdo lesdes
benignas que, mesmo quando invadem a derme, ficam limitadas as camadas mais

superficiais. Podem ser reconhecidas cinco classes de ceratoses: a hipertrofica, a atréfica, a

bowendide, a acantolitica e a pigmentada, com transi¢gdes e combinagdes frequentes entre

elas. O tipo hipertréfico apresenta epiderme espessa e proliferagdo irregular em diregdo as
camadas mais internas, o que nao representa invasdo da derme. Uma porgdo variavel de
queratindcitos na camada de Malpighi apresenta perda de polaridade e, em consequéncia,
encontra-se arranjada desordenadamente. Muitas dessas células exibem pleomorfismo e

atipia de seus niicleos, que sdo grandes, irregulares e hipercromaticos, e outras mostram,
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ainda, queratinizagdo precoce. No tipo atrofico, a epiderme ¢é fina e as células atipicas estdo
concentradas na camada basal, tém grandes nucleos hipercromaticos e agrupados. O tipo
bowendide é histologicamente indistinguivel da doenga de Bowen e a epiderme apresenta
arranjo desordenado das células e de seus nucleos. No tipo acantolitico, ocorrem fendas ou
lacunas imediatamente acima das células da camada basal. Essas fendas sdo formadas em
decorréncia de alteragdes anaplasicas da epiderme adjacente e resultam em perda das pontes
intercelulares. Finalmente, o tipo pigmentado caracteriza-se por quantidades excessivas de
melanina, especialmente na camada basal. Em muitos casos, 0s queratindcitos atipicos estdo
repletos de melanina. Em outros, quase toda a melanina esta retida em corpos celulares e
dendritos dos melandcitos, indicando bloqueio na transferéncia do pigmento. Em todos os
tipos de ceratose solar, a por¢do mais superficial da derme apresenta um infiltrado denso,
cronico e inflamatério, composto predominantemente de células linféides e plasmaticas
(Lever & Lever, 1990).

Em relagdo as lesdes cutaneas malignas, o carcinoma espinocelular ou
epidermoide € o segundo tipo de cancer mais frequente e ocorre geralmente em individuos
com mais de 50 anos de idade (Sampaio et al., 1987; Hashimoto & Mehregan, 1990). Entre
seus fatores etiologicos, a luz solar é, sem divida, o mais importante. S3o apontados também
os carcinogenos industriais (alcatrdes e 6leo), os compostos arsenicais e a radiagio (Klein-
Szanto, 1989; Murphy ef al., 1991). Além disso, pode se desenvolver a partir de lesdes pré-
existentes, como a ceratose solar, as cicatrizes e as inflamagodes cronicas (Marks ef al., 1988,;
Moles et al., 1993a), e se caracteriza pela proliferagdo atipica de células espinhosas, que
adquirem carater invasivo € muitas vezes originam metastases (Sampaio et al., 1987). Em
relagdo a esse aspecto, carcinomas com origem em areas do corpo queimadas pelo sol tém
uma probabilidade menor de metastase, cerca de 0,5%, quando comparados ao grupo como
um todo, que tem risco de 2 a 3%. Por outro lado, lesdes situadas no labio inferior, mesmo
aquelas induzidas pela luz solar, tém uma incidéncia de metastase muito maior, cerca de
16%, do mesmo modo que aquelas que se desenvolvem durante processos inflamatorios ou
degenerativos em doengas osteomieliticas (30%), por radiagdo ionizante (20%) e decorrentes

de cicatrizes de queimaduras (18%). Clinicamente, consiste de uma ulcera ndo profunda,

rodeada por um bordo largo e elevado, em geral coberta por uma crosta que oculta uma base

granular vermelha. Em alguns casos, ocorrem lesdes verrucosas fungoéides sem ulceragdes

(Lever & Lever, 1990).




Do ponto de vista histolégico, é um carcinoma verdadeiro e invasivo, formado
por massas irregulares de células epidérmicas que proliferam para dentro da derme. Essas
massas sdo compostas de proporg¢des variaveis de células escamosas normais € atipicas,
essas Ultimas em nimeros elevados nos casos mais agressivos. Tais células caracterizam-se
pela grande variedade de tamanhos e formatos, por hiperplasia e hipertonia dos nucleos,
auséncia de pontes intercelulares, queratinizagdo e figuras mitéticas anémalas. O grau de
diferenciagdo da patologia esta relacionado com o grau de queratinizagdo, avaliado pela
formagdo de pérolas comeas, que sdo estruturas muito peculiares compostas de camadas
concéntricas de células escamosas queratinizadas (Lever & Lever, 1990; Murphy et al.,
1991).

Um outro carcinoma de pele mais frequente e menos maligno que o
espinocelular é o epitelioma basocelular. Esse tumor atinge preferencialmente regides da
pele que apresentam pélos, especialmente a face. Macroscopicamente, apresenta-se como
papulas brilhantes e lisas que podem ulcerar com a sua progresso. E observado muitas vezes
como lesdo isolada, mas a ocorréncia de varias lesdes, tanto simultaneas como subsequentes,
¢ relativamente comum. Cerca de 40% dos pacientes que ja tiveram um desses tumores
desenvolvem, no minimo, mais uma lesdo semelhante em um periodo de 10 anos (Sampaio et
al., 1987; Hashimoto & Mehregan, 1990).

Os carcinomas basocelulares parecem surgir sem um agente etioldgico
aparente, embora existam varios fatores de predisposi¢do conhecidos. O mais comum entre
eles é a pele clara em associagdo com prolongada exposi¢do a luz solar. Uma vez que sua
ocorréncia no dorso das maos e dos dedos é rara, tem sido sugerido que apenas a ag¢do do sol
ndo ¢ suficiente para produzir as lesdes. Fatores adicionais parecem estar implicados na sua
génese, como a radiagdo ionizante e as cicatrizes de queimaduras. De modo geral, o
epitelioma basocelular ndo metastatiza, entretanto existem excegdes. A incidéncia de
metastase oscila dependendo do tipo de averiguagdo realizada, por exemplo, atinge 0,01%
em espécimes enviados a laboratorios de histopatologia, 0,028% em pacientes de clinicas
dermatologicas e 0,1% em pacientes de centros cirirgicos (Hashimoto & Mehregan, 1990;
Lever & Lever, 1990).

Do ponto de vista histologico, essa neoplasia é constituida por células que se

assemelham aquelas da camada basal e sdo originadas da epiderme ou epitélio folicular mas

nunca de superficies mucosas (Hashimoto & Mehregan, 1990; Sampaio et al., 1987). Dois

padroes podem ser reconhecidos: o de crescimento multifocal, mais superficial e com origem




na epiderme, e o de lesdes nodulares, com crescimento descendente. Esse ultimo penetra
profundamente na derme sob a forma de corddes e ilhotas de células basofilicas, mostrando
nucleos hipercromaticos e arranjos periféricos em paligada (Murphy er al., 1991).

Além desses dois padrdes, existem epiteliomas basocelulares que ndo
apresentam diferenciag@o e sdo, entdo, denominados solidos. Nesse caso, as células exibem
nucleos grandes, ovais ou alongados, e relativamente pouco citoplasma. O citoplasma em
geral ¢ pouco definido, de forma que os nicleos parecem mergulhados numa massa
simplasmica. O estroma de tecido conjuntivo prolifera com o tumor e esta arranjado em
pacotes que envolvem as massas tumorais (Lever & Lever, 1990).

Os basoteliomas, embora de comportamento pouco agressivo, sdo localmente
destrutivos e caracterizados pela associagdo de um infiltrado linfocitico que, muitas vezes,

contém células plasmaticas (Lever & Lever, 1990).

I.3. Tumores de Pele - Alguns dados epidemiologicos

O céncer cutineo ndo melanocitico ¢ a neoplasia mais comum em muitos
paises. Embora seja curavel e apresente riscos relativamente baixos de metastases, ele podera
vir a afetar uma de cada quatro pessoas num futuro proximo e aumentar, assim, de forma
consistente a morbidade e os custos de saide em muitas populagdes humanas (Armstrong,
1994). De acordo com o estudo epidemiologico de Weinstock (1993), realizado entre 1969 e
1988, aproximadamente 1200 mortes por ano podem ser atribuidas a esse tipo de cancer nos
Estados Unidos. Curiosamente, essas taxas de mortalidade apresentaram diminui¢do de 20 a
30% durante o periodo estudado, embora a incidéncia tenha aumentado anualmente.
Segundo Reizner er al. (1993), estimativas realizadas também nos EUA apontam para o
surgimento de 700.000 novos casos de carcinomas baso e espinocelulares por ano. Esse

numero representa 1/3 de todos os canceres registrados no mesmo periodo. Por outro lado,

Diffey (1992) relata que na Inglaterra sdo registrados 300.000 novos casos por ano mas

sugere que, devido a falhas no sistema de registro, esse nimero pode ser até trés vezes
maior.

Os coeficientes da incidéncia descritos para o Brasil variam de 18,2 (Porto
Alegre, sexo feminino) a 111,4 (Goiania, sexo feminino) por 100.000 homens ou mulheres

(Ministério da Saude, Instituto Nacional de Cancer, 1991). Esses dados foram obtidos a




partir dos registros hospitalares de cinco capitais (Belém, Fortaleza, Goiania, Porto Alegre,
Recife e Sdo Paulo). Em outro levantamento, realizado pela Fundagdo Oncocentro de Sdo

Paulo (1991) em 18 cidades do interior do estado de Sdao Paulo, foi constatada uma taxa de

88,44 por 100.000 habitantes. E necessario ressaltar que esses ultimos dados sdo

preliminares e € possivel que estejam super estimados.

I. 4. Tumores de Pele - Aspectos etiologicos

A carcinogénese em um organismo multicelular pode ser o resultado da agdo
de um ou, mais provavelmente, de diferentes agentes quimicos, fisicos e bioldgicos no
genoma de uma célula precursora normal (Darnell er al.,1986; Cotran et al., 1991; Pitot,
1993). No caso dos tumores de pele, a luz ultravioleta (UV) é reconhecidamente um dos seus
mais importantes fatores etiologicos, apesar de representar uma pequena parcela dos raios
solares que incidem sobre a superficie da Terra. Por exemplo, apenas 0,3% deles sdo raios
UVB (280-320 nm), 5,1% sdo raios UVA (320-400 nm), enquanto 62,7% consistem de luz
visivel € 31,9% de infravermelho. Os raios UVC (190-280 nm) sdo completamente
bloqueados pela camada de ozoénio estratosférica (Sage, 1993) e, portanto, apenas os raios
UVA e UVB podem estar diretamente relacionados a efeitos mutagénicos. Entretanto,
devido a deplegdo da camada de 0zonio, tem ocorrido uma alteragdo no tipo e na quantidade
de raios solares filtrados, o que deve ser responsavel pelo aumento na incidéncia de cancer
de pele a cada ano (Diffey, 1987; Brash et al., 1991). Estima-se que, para cada 1% de
diminuigdo na camada de ozonio, os raios UVB que atingem a superficie da Terra aumentem
em aproximadamente 2% (Scott & Straf, 1977).

A exposigdo a luz solar conduz a varias respostas cutdneas que incluem efeitos
imediatos, como eritema, queratinizagdo e aumento de pigmentagdo, e efeitos tardios
exemplificados pelo envelhecimento e pela fotocarcinogénese. A magnitude desses
fendmenos ¢ modulada pela dose incidente e pelo comprimento de onda da luz, bem como
pelo fototipo cutaneo (Gaboriau et al., 1993).

No que se refere a queratinizagdo, esse efeito da luz UV sobre a epiderme ja
foi amplamente verificado por estudos com microscopia de luz (Gilchrest ef al., 1981) e
eletronica de transmissdo (Wilgram er al., 1970) e métodos histoquimicos (Danno et al.,

1980) em queratinécitos de seres humanos e de animais. A expressdo da queratina foi




avaliada por Horio et al. (1993) através de analise imunohistoquimica com diversos
anticorpos, em pele de cobaias submetidas a irradiagdo UVB, psoralen e UVA. Os resultados
encontrados pelo grupo revelaram que a expressdao da queratina é alterada apds irradiagdo
UV e que essa alteragdo provavelmente ¢ reflexo de um estado hiperproliferativo da
epiderme induzido por sintese elevada de DNA.

Em relagdo ao aumento de pigmenta¢do, um outro grupo de pesquisadores
analisou os efeitos dos raios UVA, UVB e irradiagdo solar simulada em queratinocitos e
melandcitos humanos cultivados in vitro. Foi observado que a atividade da tirosinase foi
duas vezes maior que os niveis normais, 24 horas apds o tratamento com UVA e UVB,
quatro a seis vezes ap0s UVA apenas, e duas vezes apos irradiagdo solar simulada. O
conteudo de melanina também mostrou elevagido (Dissanayake et al., 1993). Tais alteragdes
devem ocorrer presumivelmente para proteger a pele, do mesmo modo que o aumento da
espessura, citado anteriormente (Horio ef al., 1993).

Do ponto de vista molecular, os efeitos da luz UV sobre o DNA estdo
relativamente bem estabelecidos. Por exemplo, Setlow (1968) detectou que comprimentos de
onda mais curtos produzem dimeros de pirimidina (anéis de ciclobutano). Esses dimeros
levam a substituigdes C—T e CC—HTT, especificas da radiagdo UV (Basset-Séguin et
al.,1994), que podem ser observadas apos irradiagdo em bactérias (Wood et al., 1984),
leveduras (Armstrong & Kunz, 1990), células de roedores (Ruven et al., 1993) e de primatas
(Protic-Sabljic ez al., 1986).

As fotolesoes produzidas no DNA podem ocorrer por absor¢do direta ou
através de moléculas fotossensiveis, que sdo ativadas apos a irradiagdo e agem isoladamente
ou por mecanismos dependentes de espécies ativas de oxigénio (Sage, 1993; Cerutti, 1994).
Reid & Loeb (1993), através de ensaios de reversdo, puderam observar que tratamentos que
produzem espécies ativas de oxigénio podem também induzir mutagdes duplas CC—TT. Os
radicais livres de oxigénio, que sdo resultantes do metabolismo celular normal, de processos
inflamatorios, isquemia e metabolismo xenobiético, tém sido relacionados com um grande
numero de doengas degenerativas, incluindo envelhecimento e cancer. Além disso, ja é bem
conhecido o fato de que causam alteragdes estruturais permanentes no DNA, como
mutagoes, delegdes, inser¢des e amplificagdes, ativam mecanismos citoplasmaticos e

nucleares de transdugdo de sinais ¢ modulam genes e proteinas envolvidas na proliferagdo,

diferenciagdo e morte celular (Cerutti, 1994). E interessante citar que a agdo citotoxica dos

raios UVA e UVB em bactérias e células de mamiferos em cultura depende da presenga de
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oxigénio (Sage, 1993), e que tanto os raios UVA como as espécies ativas de oxigénio
participam da peroxidagdo lipidica (Morli¢re et al., 1991), um processo que induz inativagdo
enzimatica e modifica¢do das propriedades fisicas da membrana celular, incluindo transporte
de ions e fluidez (Gaboriau et al., 1993).

Além dos dimeros de ciclobutano acima citados, existem evidéncias de um
outro tipo de fotodano no DNA, a formagdo do fotoproduto pirimidina (6-4) pirimidona ou
(6-4) fotoproduto que, em Escherichia coli, parece estar relacionada com eventos primarios
pré-mutagénicos (Mitchell & Nairn, 1989). Estudos adicionais referem que o (6-4)
fotoproduto é formado com uma taxa correspondente a 30% daquela dos dimeros de
ciclobutano no DNA gendmico total de mamiferos, apresentando também velocidade de
reparo aumentada (Mitchell et al., 1990). A fotoisomerizagio do (6-4) fotoproduto conduz a
um composto denominado Dewar pirimidona, recentemente descrito como um importante
determinante molecular que ¢ responsavel, pelo menos em parte, pelos efeitos fisiologicos
observados apos irradiagdo UVB (Mitchell & Nairn, 1989).

Embora os danos na molécula de DNA sejam produtos imediatos da agdo da
luz UV, as consequéncias tardias sdo, sem davida, mais relevantes. Nishigori et al. (1992),
observaram que determinadas condi¢des de exposi¢do a esse agente podem ndo sO induzir
como acelerar o aparecimento de tumores cutidneos. Utilizando varios protocolos com
diferentes intervalos de tempo e doses, de modo a ndo causar queimaduras ou processos
necroticos, esses autores obtiveram lesdes que puderam ser histologicamente caracterizadas e
cultivadas para experimentos de transplante. Os resultados revelaram que 100% dos
camundongos testados apresentavam tumores nas areas expostas € que a maior parte desses
era maligna e representada por sarcomas. Foi também verificado que as células neoplasicas,
submetidas in vitro a agentes alquilantes, exibiam grande diferenca na capacidade de reparo
do DNA quando comparadas as células normais, embora ndo apresentassem tal diferenga em
relagdo a sensibilidade aos raios UV, sugerindo que o desenvolvimento desses tumores nio
poderia ser explicado apenas pela diferenga na capacidade de reparo entre as células
tumorais € normais.

Uma das explicagdes para esses achados pode ser dada pelo fato dos raios
UVB danificarem as células de Langerhans da epiderme, aparentemente resultando na

supressdo da hipersensibilidade local ou sistémica, dependendo da dose de radiagdo

(Streilein et al., 1994). Ja foi referido que a UVB induz a produgdo de um inibidor da

interleucina 1 (IL1) pelos queratindcitos irradiados. Dado que a IL1 atua como um ativador
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de células T, o inibidor poderia suprimir a imunidade e conduzir a uma falha no
reconhecimento de queratindcitos anormais na epiderme (Hashimoto & Mehregan, 1990). A
favor dessa hipotese, esta o fato de que pacientes submetidos a transplante renal e, em
consequéncia, a imunossupressdo, exibem aumento na incidéncia de cancer de pele (Arlett ef
al.,1993).

Um outro mecanismo envolvido na fotocarcinogénese se processa, sem duvida,

através dos efeitos genotoxicos da luz UV citados anteriormente. E importante ressaltar que

os dimeros ou quebras formados na molécula sdo normalmente reparados por enzimas
celulares especificas. Entretanto, qualquer alteragdo no funcionamento dessas proteinas pode
levar a propagagdo de genomas lesados (Taylor, 1994). Evidéncias da importancia desse
sistema na carcinogénese provém de estudos de uma doenga genética rara, o "xeroderma
pigmentosum" (XP), que tem heranga autossémica recessiva e se caracteriza por aumento de
2000 vezes na frequéncia de cancer de pele (Cox et al., 1993). Tal predisposigdo a
maligniza¢do cutidnea deve-se a hipersensibilidade celular e clinica a luz UV, associada a
deficiéncia no sistema de reparo do DNA (Venema et al., 1990; Kraemer et al., 1994). A
identificagdo de 8 grupos de complementagdo nessa doenga revela uma consideravel
heterogeneidade genética. Variagdes de sensibilidade a luz UV nos diversos grupos
correlacionam-se, na maioria dos casos, com a extensdo do defeito no sistema de reparo.
Uma notavel excegdo foi encontrada nas células do grupo C (XP-C), que sdo relativamente
resistentes aos efeitos letais da luz UV. Diferentes abordagens bioquimicas tém revelado que
o reparo por excisdo residual em células XP-C esta restrito a dominios que compreendem
10% do genoma e que sdo ativos transcricionalmente (Venema et al., 1990).

A sindrome de Cockayne (CS) ¢ também uma doenga autossomica recessiva
rara que se caracteriza por sensibilidade aumentada a luz solar. No entanto, ao contrario dos
pacientes XP, os pacientes CS exibem a formagdo de dimeros de pirimidina, porém sem
aumento na frequéncia de cancer cutidneo. Essa diferenga deve-se, em parte, ao fato das
c€lulas CS apresentarem aparente remogdo normal dos fotoprodutos do genoma embora,
quando comparadas as células normais, mostrem redugio no reparo de dimeros de pirimidina
em genes ativos (Parris & Kraemer, 1993).

Fibroblastos em cultura de portadores heterozigotos do gene de XP,
clinicamente assintomaticos, também exibem uma sensibilidade aumentada aos efeitos
genotoxicos induzidos pela luz UV. Tais efeitos podem ser visualizados por trocas entre

cromatides irmés (TCI) e formagdo de microntcleos (MN) (Bielfeld ef al., 1989). Roser et
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al. (1989) observaram os mesmos resultados em fibroblastos de pacientes com melanoma
maligno, submetidos in vitro a imradiagio UV. As alteragdes mostraram-se mais
pronunciadas em casos familiais, indicando que a predisposi¢do genética realmente contribui

para o desenvolvimento dessa neoplasia e pode ser decorréncia da sensibilidade aumentada a

esse agente. E interessante que fibroblastos de individuos jovens com outros tumores de pele

tipicos de idade avangada, como o carcinoma basocelular, ndo revelam o mesmo
comportamento (Riimmelein ez al., 1992).

A susceptibilidade a neoplasmas cutineos com ocorréncia multipla de
carcinomas pode ser observada em pessoas que manifestam tendéncia a queimaduras solares
e dificuldade em bronzeamento. Os riscos de repetigdo s3o maiores entre caucasianos,
particularmente entre aqueles com olhos azuis e cabelos loiros ou vermelhos, e entre os que
sofreram exposigdes importantes ao sol antes dos 40 anos de idade (Karagas, 1994). Uma
outra causa parece consistir em capacidade diminuida de reparo de DNA, que é
independente da idade do portador (Wei et al., 1994).

Além da radiagdo solar, a radiagdo ionizante também deve ser incluida na
etiologia de tumores cutaneos, pois ja foi relatada uma incidéncia aumentada de carcinoma
espinocelular em trabalhadores expostos ocupacionalmente aos raios X (Burns et al.,1989).
Em experimentos com linhagens celulares de carcinoma espinocelular de cabega e pescogo,
Cowan et al. (1993) obtiveram resultados citogenéticos que demonstram a ocorréncia de
alteragdes cromossomicas apos a irradiagdo. Existem duas teorias para explicar as mutagdes
originadas nesse caso, uma delas seria a ionizagdo da propria molécula de DNA e a outra a
ionizagdo de moléculas do meio intracelular, como a agua e o oxigénio, produzindo radicais
livres altamente reativos com o acido nucléico (Cotran et al.,1991).

Finalmente, muitos agentes quimicos podem também ser apontados como
indutores de algumas lesdes de pele. Os hidrocarbonetos organicos, como o alcatrio de
hulha, e os sais inorganicos de arsénico tém sido referidos como causa relacionada a
exposi¢do ocupacional (Elwood et al., 1989). De qualquer modo, é necessario ressaltar a
dificuldade no esclarecimento dos mecanismos envolvidos, que sio multiplos e
interrelacionados € podem compreender desde alteragdes no gene que é afetado pelo

carcinogeno, no produto formado e em todos os padrdes bioquimicos relacionados.
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I. 5. Tumores de Pele - Aspectos genéticos

A carcinogénese na pele, assim como em outros Orgdos, ¢ sabidamente um
processo de multiplas etapas no qual foram reconhecidos trés estadios: iniciagdo, promogdo €
progressdo ou, em certos casos apenas os dois primeiros. Um aspecto importante nesse
modelo € a evidéncia de que mecanismos genéticos e epigenéticos estdo presentes (Naito er
al., 1989; Slaga, 1989). Historicamente, os primeiros modelos experimentais da
carcinogénese epidérmica sdo registrados por volta de 1930, com a aplicagdo de hulhas de
alcatrdo na pele de camundongos e a consequente formagdo de tumores. Em 1941, estudos
da atividade carcinogénica da resina de créton conduziram Beremblum a sugerir a existéncia
de trés fases no processo: a primeira seria latente e pré-cancerigena, a segunda caracterizada
pelo desenvolvimento de papilomas benignos e a ultima fase, na qual ocorreria conversdo a
malignidade. No inicio dos anos 50, foi observado que era necessaria a continua exposi¢do
dos papilomas ao carcinégeno para indugdo de tumores malignos. Finalmente, em 1983, foi
desenvolvido um protocolo experimental para demonstragdo das trés fases (Hennings et al.,
1993). Embora as etapas citadas estejam relacionadas fundamentalmente a carcinogénese
quimica, o conhecimento dos seus mecanismos auxilia a compreensdo da ag¢do de outros
tipos de agentes sobre a transformagdo de uma célula normal em maligna (Darnell et al.,
1986; Cotran ez al., 1991).

O primeiro estadio da carcinogénese, a iniciagdo, resulta de uma alteragdo
irreversivel, muito provavelmente através de uma ou mais mutagdes em ponto, transversoes,
transigdes ou pequenas delegdes na molécula de DNA, em decorréncia da agdo de dois ou
mais fatores. Na pele, os queratindcitos iniciados expressam mudangas sutis no fenétipo, néo
detectaveis na epiderme intacta (Yuspa et al., 1994).

O segundo estadio, a promogdo, € reversivel e, em geral, ndo envolve
mutagdes. Causa a expansdo clonal de células iniciadas levando a formagdo de papilomas.
Ao contrario da iniciag@o e da progressdo, o estadio de promogao requer continuo tratamento
com os agentes promotores (Pitot, 1993). Na tumorigénese cutinea, esses agentes
compreendem principalmente os ésteres de forbol, os alcaldides indois, os poliacetatos, além
dos peroxidos geradores de radicais livres e hidrocarbonetos policiclicos (Naito et al., 1989).

Finalmente, a progressdo € o estadio irreversivel que se caracteriza pela

conversdo a malignidade e por frequéncia aumentada de mutagdes. E possivel a visualizagdo
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clinica da neoplasia e, histologicamente, a detecg¢do do crescimento de células andmalas, a
invasividade dos tecidos e a capacidade metastatica. Embora o estadio envolva multiplas
alteragdes, é provavel que a modificagdo molecular basica consista de um mecanismo que
gera instabilidade genomica (Pitot, 1993).

E relativamente bem estabelecida a relagdo entre substincias quimicas
genotoxicas € o processo descrito acima. Entretanto, outras substancias ndo genotoxicas,
mesmo na auséncia daquelas, podem também induzir o cancer quando presentes em altas
concentragdes, possivelmente pelo seu efeito epigenético na proliferagdo celular. Agentes
que podem conduzir a um aumento da taxa de divisdes celulares e eventual transformagio
neoplasica estdo agrupados em fatores fisicos, quimicos e infecciosos, além de traumatismos
e inflamagdes cronicas. Sdo exemplos os contraceptivos orais, o virus da hepatite B, os
traumas e as queimaduras de pele (Preston-Martin et al., 1990).

Apesar de existirem exemplos de carcinogénese iniciada ou promovida
exclusivamente por mecanismos epigenéticos, a grande maioria dos tumores até hoje
analisados revela algum tipo de alteragdo genotipica. Muitos estudos citogenéticos, por
exemplo, demonstraram, ao longo das dltimas décadas, a existéncia de rearranjos estruturais
e numéricos em neoplasias humanas, como aqueles envolvendo os cromossomos 1, 6, 7, 9 e
10, observados em tumores melanociticos (Parmiter & Nowell, 1993). Também ja sdo
relativamente bem conhecidas as modificagdes em nivel molecular do material genético, que
ocorrem durante o processo carcinogénico e envolvem trés classes principais de genes. No
primeiro grupo estdo os oncogenes, que podem induzir diretamente o crescimento neoplasico
em animais experimentais ou a transformagdo maligna em cultura de células. O segundo
grupo ¢ formado pelos genes supressores de tumor ou antioncogenes, que apresentam a
caracteristica de inibir a proliferagdo celular. Os recentemente descritos "mutators genes",
que constituem o terceiro grupo, codificam fatores de reparo ou de duplicagdo do DNA e tém
sido associados a etiologia de alguns tumores (Peltomaki et al., 1993; Nagar, 1995), mas ndo
de outros, como os cutaneos (Quinn er al., 1995). Sua mutagdo leva a alteragdes em
sequéncias repetidas "in tandem" amplamente distribuidas pelo genoma, conhecidas como

microssatélites. Os microssatélites sdo altamente polimoérficos e, embora localizados em

regides ndo codificadoras, sdo encontrados proximos ou dentro de sequéncias génicas

importantes.

Os oncogenes foram definidos a partir de duas linhas diferentes de

investigagdo. A primeira delas envolveu o estudo dos retrovirus, alguns dos quais com
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capacidade de causar cincer em diversos animais através da inser¢@o de parte do seu genoma
no genoma da célula hospedeira. Entre esses esta o virus do sarcoma de Rous (RSV), que
induz a formagdo de neoplasia em galinhas e é portador de um gene transformante, o v-SRC.
Curiosamente, cOpias desse gene estdo também presentes em todas as células normais de
animais ja estudados. Em outra categoria de virus oncogénicos estdo incluidos o Epstein-
Barr (EBV) e o papilomavirus (HPV), que levam ao desenvolvimento do linfoma de Burkitt
e de tumores anogenitais, respectivamente, sem a incorporagdo de parte do seu genoma. As
alteragdes provocadas podem ser analogas aos agentes promotores, que estimulam a
duplicagdo celular sem alterar diretamente a estrutura da molécula de DNA (Pitot, 1993).

A segunda linha de pesquisa relacionada com os oncogenes compreendeu a
investigagdo dessas sequéncias em neoplasias humanas e animais ndo causadas por virus, €
foi baseada em experimentos que utilizaram sondas moleculares obtidas dos tumores €
transfectadas para células em cultura para posterior selegdo de focos transformados (Heim ef
al., 1987; Cotran et al., 1991).

Atualmente, considera-se que certos genes celulares normais (protoncogenes)
podem tornar-se oncogénicos por transdugdo retroviral ou por outros fatores que alterem seu
comportamento no hospedeiro natural (Cotran er al., 1991). Desde a sua descoberta, ja foram
identificados mais de 100 protoncogenes e muitos deles estdo mapeados no genoma humano
(Lewin, 1994), sem a contraparte viral (Pitot, 1993). Seus produtos incluem fatores de
crescimento, receptores de membrana, proteinas moduladoras e proteinas nucleares
(Goddard, 1993; Schmandt et al., 1993).

Os fatores de crescimento emitem sinais que levam a estimulagdo do
crescimento de células normais. O sinal ¢ recebido inicialmente por um receptor de
membrana e ¢ transferido para o citoplasma e posteriormente para o nicleo. Foi constatado
que os protoncogenes estdo relacionados com cada uma das etapas desse processo (Cotran et
al., 1991), o que explica o fato de serem altamente conservados durante a evolugido (Damell
etal., 1991).

Em virtude desses genes ocorrerem normalmente nas células, parece claro que
eles precisam ser alterados para poderem exercer seu papel oncogénico. Tal ativagdo ocorre
através de varios mecanismos, entre eles mutagdes (transigdes, transversdes e delegdes),

translocagdes, inser¢gdes ou transposigdes (Pitot, 1993), que serdo brevemente descritos a

seguir. Os da familia RAS, por exemplo, sdo ativados por uma mutagdo em ponto, que

provoca a substituigdo de um unico aminoacido na proteina p21TaS (Rossit, 1995). As
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translocagdes cromossomicas também fornecem a base para a ativagdo de oncogenes. O
cromossomo Philadelphia (Ph), caracteristico da leucemia miel6ide cronica, constitui um dos
mais classicos exemplos. Nessa translocagdo, ocorre a fusdo de dois genes, o protoncogene
c-ABL, no cromossomo 9, com o BCR no cromossomo 22. A proteina normal codificada
pelo ABL tem atividade de tirosina quinase e € sintetizada em quantidades muito pequenas.
Entretanto, a proteina quimérica (p210) resultante da translocagdo possui varias
caracteristicas que poderiam explicar o mecanismo pelo qual a translocagdo induz a
transformagdo maligna. Sabe-se, por exemplo, que diferentes regides da molécula exibem
propriedades distintas e relacionadas, como a regulagdo da atividade transcricional das
células transformadas (Tanzer, 1993).

Um terceiro mecanismo de ativagdo de protoncogenes ¢ o da amplificagdo
génica. Esse evento pode ser identificado através de estudos moleculares ou,
citogeneticamente, pela presenga de "double minutes" e de regides cromossomicas de
coloragdo homogénea (HSR) (Sandberg, 1990; Cotran er al., 1991) e tem como consequéncia
a expressdo elevada dos produtos génicos correspondentes. Como exemplo pode ser citada a
amplificagdo dos genes da familia ERB-B em varios adenocarcinomas e carcinomas
espinocelulares e do NMYC em neuroblastomas (Yamamoto, 1993).

Como os protoncogenes foram altamente conservados durante a evolugéo,
acredita-se que seus produtos sejam elementos importantes para o desenvolvimento e
manutengdo dos organismos (Yamamoto, 1993). Assim, a proliferagdo de células normais
parece ser mantida pelos protoncogenes mas deve ser regulada de alguma forma. Acredita-se
que essa regulagdo seja realizada pelos genes supressores de tumor que, se inativados, levam
ao crescimento ndo controlado das células. Evidéncias recentes sugerem que esses dois
eventos ndo sao exclusivos e que a progressdo de muitos tumores envolve os dois tipos de
alteragdes no genoma celular (Lehman et al., 1991; Weinberg, 1991).

A prncipal dificuldade inicial no estudo dos genes supressores de tumor
consistiu no fato de que a sua auséncia, e ndo a presenga, resultava em alteragio no
comportamento da célula. Porém, com o desenvolvimento de técnicas de isolamento génico e
o conhecimento adquirido sobre oncogenes, um grande progresso foi obtido, tendo em vista
o pouco tempo de pesquisas realizadas (Weinberg, 1991). Uma fonte importante na

aquisi¢do desse conhecimento proveio de experimentos de genética de células somaticas. A

partir da fusdo de uma célula normal com uma neoplasica, foi observada a manutengéo das

propriedades da célula tumoral, mas ndo da capacidade de indugdo de tumores em animais.
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Tais resultados foram obtidos com neoplasias etiologicamente diversas e também de varias
origens teciduais. Foi observado, ainda, que uma linhagem hibrida ocasionalmente induzia
tumores e esse comportamento estava associado a perda de um ou mais cromossomos do lote
normal. Tais experimentos sugeriram a existéncia de genes que contribuiam para a inibigdo
da capacidade de induzir tumores (Levine, 1993).

A genética humana classica forneceu outras evidéncias sobre a presenga de
supressores, decorrentes principalmente das observagdes de Knudson ha 20 anos atras
(Knudson, 1971). Ele postulou que o retinoblastoma, um raro tumor infantil de retina, ¢
desencadeado por duas sucessivas lesdes no genoma e propds duas formas distintas da
doenga: a familial e a esporadica. Na variante esporddica, as mutagdes génicas na linhagem
de células da retina surgiriam como eventos somaticos. Por outro lado, a familial
apresentaria uma das mutagdes adquirida hereditariamente ou originada durante a
gametogénese e, portanto, presente em todas as células do organismo. Somente em 1983 foi
compreendido que os dois eventos mutacionais propostos envolviam a inativagdo das duas
copias de um mesmo gene, o gene supressor de tumor RB1, localizado no cromossomo 13.
Tormou-se claro, além disso, que a inativagio dos alelos RB € recessiva, ou seja, € necessario
que ocorra em dose dupla para que resulte no desenvolvimento tumoral (Weinberg, 1991;
Levine, 1993). A hipétese de que o gene RB1 atua como um supressor de tumor foi
reforgada recentemente pela demonstragdo de que a introdugdo da proteina normal em
linhagens celulares de retinoblastoma suprime o crescimento tumorigénico (Evans et al.,
1992).

Uma outra evidéncia da presenga de genes supressores de tumor foi sugerida
pelos mecanismos genéticos envolvendo células neoplasicas que perdem as copias do gene
normal. A primeira copia pode ser inativada por delegdo e a segunda pode ser substituida

pelo segmento homologo do cromossomo mutante. Tais mecanismos, que conduzem a

homozigosidade do alelo supressor, afetam também as regides cromossomicas adjacentes.

Assim, marcadores de DNA localizados na proximidade desses sitios cromossomicos,
heterozigotos antes da progressio do tumor, convergem igualmente para a condig¢do
homozigota. Por exemplo, uma regido do cromossomo 18q, que apresenta um DNA
marcador altamente polimorfico e portanto heterozigoto na maior parte dos genomas, é
encontrada em estado homozigoto em 70% dos carcinomas de colon (Weinberg, 1991).
Funcionalmente, os genes supressores de tumor atuam em condi¢des normais

como barreiras fisioldgicas contra a expansdo clonal de células transformadas, transduzindo
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sinais regulatorios de inibigdo de crescimento de modo a controlar o delicado balango entre
proliferagdo celular, diferenciagdo e morte (Goddard et al., 1993; Harris et al., 1993).

A compreensdo dos mecanismos pelos quais os genes supressores de tumor
exercem sua agdo tem sido objeto de varios estudos nos ultimos 10 anos (Weinberg, 1991;
Lee & Bernstein, 1993; Levine, 1993). Alguns possuem atividade em determinadas células e
consequentemente estdo envolvidos na etiologia de relativamente poucos tumores. Outros
sdo de fundamental importancia para o crescimento € manutengio de varios tipos celulares e
ja foram relacionados com diferentes neoplasias, algumas delas hereditarias (Knudson,
1993). Um exemplo € o ja citado gene RBI, responsavel pelo desenvolvimento do
retinoblastoma e do osteossarcoma. Existem evidéncias experimentais de que a proteina pRb
interage e inativa o fator de transcrigdo E2F na fase G1 do ciclo celular. Durante a passagem
para a fase seguinte, a fase S, um complexo formado por ciclinas e quinases dependentes de
ciclina (CDK) adiciona grupos fosfatos a pRb. Nesse estado hiperfosforilado, a pRb libera o
E2F, que torna-se ativo na transcrigdo € promove a continuagio do ciclo (Hinds & Weinberg,
1991). Outros dois genes que também estdo relacionados com a transcrigdo sdao o gene TP53,
cujas mutagdes ja foram detectadas numa ampla gama de tumores, € 0 WT1, mapeado no
cromossomo 11 e implicado na génese do tumor de Wilms. Podem ser citados ainda, o NF1
no cromossomo 17, que € encontrado alterado em um tipo de neurofibromatose, € 0 DCC, no
cromossomo 18, que exibe mutagdes somaticas em células neoplasicas de colon (Levine et
al., 1991; Levine, 1993; Chang et al., 1995).

O entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais os oncogenes e genes
supressores atuam tem obtido grande avango a partir do advento da tecnologia de introdugdo
de genes clonados na linhagem germinativa ou em células embrionarias de animais,
possibilitando o estudo das suas fungdes in vivo. O oncogene HRAS, por exemplo, tem sido
avaliado usando transgenes com sequéncias reguladoras de genes para queratina, que
aumentam sua expressdo na epiderme (Fowlis et al., 1993). Bailleul et al. (1990), com esse
tipo de experimentagdo, registraram hiperceratose da pele e subsequentemente formagio de
papilomas em camundongos transgénicos que expressam o oncogene HRAS mutante

humano. O gene TP53 também tem sido estudado com sucesso em animais nos quais foram

eliminadas as duas copias desse gene ou, ao contrario, apresentam multiplas cdpias. No

primeiro caso, 0s animais sdo conhecidos como nulizigotos e ndo revelam qualquer atividade

relativa ao loco em questdo. Apesar de mostrarem desenvolvimento normal, manifestam
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numerosos linfomas e sarcomas nos primeiros meses de vida (Donehower et al., 1992;

Fowlis et al., 1993; Hooper, 1994; Lee et al., 1994; Li et al., 1995).

L. 6. O gene TPS3 e seu produto

O gene TP53 possui aproximadamente 20 kb e esta localizado no brago curto
do cromossomo 17 (17p13.1) do genoma humano (Isobe et al., 1986; Mc Bride et al., 1986).
Contém 11 exons, mas o primeiro ndo € trancrito. O RNAm possui de 1,8 a 3,0 Kb,
dependendo da espécie, e € expresso em todas as células do organismo. O produto desse
gene ¢ uma fosfoproteina nuclear de 53 kd composta por 393 aminoacidos, cuja estrutura
primaria apresenta trés dominios distintos relacionados com suas fungdes. Da porgdo
aminoterminal até o aminoacido 75 possui conformagdo alfa helicoidal e composigdo
acidica, estando envolvida com a promog¢do de transcrigdo. A proxima regido, entre 0s
aminoacidos 120 e 290, ¢ capaz de ligar-se a sequéncias especificas do DNA. A porgdo
terminal da carboxila, dos aminoacidos 290 a 393, contém um sitio para fosforilagdo por
quinase dependente de ciclina e uma regido que promove a formagdo de oligdmeros

(Donehower et al., 1993; Levine et al., 1994) (Fig. 1).

B sw C D
N

Figura 1. Aspectos estruturais do gene TP53. Os sitios de ativagdo da transcri¢do
(TAS), de ligagdo as proteinas de choque térmico (HSP), de ligagdo ao
antigeno T do SV40 (SV40), adenovirus (E1b) e papilomavirus E6, mdm 2
celular, sinal de localizagdo nuclear (NLS), dominio de oligomerizagdo
(OLIGO), e sitios de fosforilagdo (cdc2 e CDK) representam regides
identificadas pelo potencial funcional. Os cinco dominios conservados
durante a evolugio (HCD I-V) correspondem, mais frequentemente, a
regides preferencialmente alteradas em cénceres esporadicos (hot spot
regions, HSR A-D) (Malkin, 1994).
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O gene TP53 parece estar restrito aos vertebrados, uma vez que as tentativas de
indentifica-lo em ourigo do mar, Drosophila ou levedura nao tém obtido sucesso (Soussi ef
al., 1990). Porém, é possivel que o gene TP53 ou outros com fungdo semelhante estejam
presentes nos invertebrados pois o gene humano, quando introduzido em levedura, mostra-se
funcionalmente ativo e seu produto exibe caracteristicas de fator de transcrigéo e regulador
negativo de crescimento (Donehower et al., 1993). A sequéncia total de aminoacidos da
proteina p53, de Xenopus até o homem, apresenta razoavel homologia (56%). Entretanto,
algumas regides possuem identidade ainda maior, de 90 a 100%. A importancia dessa
homologia ¢ reforgada pelo fato de que a maior parte das mutagdes em ponto observadas em
canceres humanos (80 a 90% dos casos) ¢ encontrada nas regides altamente conservadas
(Soussi et al., 1990; Hollstein et al., 1991; Levine, 1993).

A proteina p53 foi descoberta em 1979, em extratos de células de tumores
induzidos pelo virus SV40, onde formava, com um dos produtos virais, um complexo
necessario para a manutengio do fenétipo transformado (Lane & Crawford, 1979). Foi, por
isso, considerada primeiramente como um antigeno de tumor. A partir dai, foi detectada em
uma variedade de células derivadas de tumores e alguns relatos iniciais sugeriram que
poderia imortalizar células em cultura de roedores adultos (Jenkins ez al., 1984) e cooperar
com os oncogenes RAS ativados para transformar fibroblastos embrionarios de roedores
(Eliyahu et al., 1984; Parada, 1984). Em virtude desses achados, o gene TP53 foi
inicialmente considerado um oncogene. Entretanto, apds a constatagdio de que sua
propriedade transformante era decorrente da forma mutante e que a proteina normal suprimia
a transformagdo celular in vitro, ele foi reclassificado como um gene supressor de tumor
(Levine et al.,1991; Weinberg, 1991). Na realidade, o alelo normal pode inibir o crescimento
de células transformadas em cultura e a formagdo de tumores em animais (Finlay ef al.,
1989; Chen et al., 1990) e reduzir a eficiéncia de plaqueamento de linhagens celulares
tumorigénicas, quando introduzido em cultura de tecidos (Zambetti ez al., 1993).

Uma caracteristica marcante da proteina mutante é a de que possui meia vida
muito superior aquela da correspondente normal, o que resulta no seu acimulo em grandes
quantidades nas células transformadas e de tumores (Levine et al., 1991; Lipponen, 1993).
Além disso, a sua conformagdo ¢ anormal e dependente dos aminoacidos afetados, como

indicado por estudos com anticorpos monoclonais. Os varios alelos parecem ter propriedades

biolégicas e bioquimicas diversas e, possivelmente, pacientes com cancer que apresentam

mutagdes distintas podem também manifestar diferentes progndsticos (Levine et al., 1991).
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A primeira evidéncia genética de alteragdes no gene TP53 em tumores
humanos provem de um estudo realizado por Masuda et al. (1987), no qual foram detectados
rearranjos no gene em trés de seis osteossarcomas analisados. Igualmente sugestivas foram
as mutagdes reveladas pelos estudos de Vogelstein et al. (1988) e Yokota et al. (1987), que
demonstraram perda alélica no cromossomo 17p em carcinomas de colon e em outros tipos
de neoplasias. No entanto, a primeira indicagdo real de que alteragdes em ambos os alelos do
gene TP53 exerciam um papel fundamental na origem do céancer derivou dos experimentos
de Mowat et al. (1985), com a infec¢do de camundongos com o virus da leucemia Friend. Os
autores chegaram a conclusdo de que modificagdes nesse gene, juntamente com outras em
oncogenes, contribuiam para o surgimento da eritroleucemia (Levine, 1993).

Hoje sabe-se que mutagdes no gene TP53 constituem a alteragdo genética mais
comum observada em canceres humanos (Nigro ef al., 1989; Bartek et al., 1991; Hollstein et
al., 1991; Levine, 1993). Estudos retrospectivos revelam que mais de 75% dos carcinomas
de colon apresentam perda de material cromossomico no 17p e que 86% deles tém um
rearranjo no alelo remanescente. As mutagdes sdo relativamente raras em estadios iniciais
(adenomas) desses tumores e estdo associadas com a transi¢do do carater benigno para
maligno da neoplasia (carcinomas). Dessa forma, os dados sdo realmente consistentes com a
suposi¢do de que o gene TP53 normal € um supressor de tumor que inibe o crescimento
anormal de células e que a sua perda pode ser um evento genético fundamental que conduz a
malignizagao desses tumores (Fearon et al., 1990; Donehower & Bradley, 1993).

Na verdade, existem muitos dados sobre alteragdes no gene TP53. Por
exemplo, carcinomas como os de ovario e endométrio exibem expressdo elevada da proteina
em aproximadamente 10 a 15% das lesdes iniciais e em 40 a 50% daquelas em estadios mais
avangados e apresentam mutagdes nas regides conservadas do gene (Berchuck ef al., 1994).
Sdo igualmente observadas mutagdes frequentes em cancer de laringe (Zhang et al., 1994),
de esofago e gastrico (Stemmermann et al., 1994), de prostata (Bookstein, 1994), e de mama
(Elledge & Allred, 1994; Lemoine, 1994), e em astrocitomas (Debiec-Richter & Liberski,
1994; Louis, 1994; Pomeroy, 1994).

A natureza e o tipo de mutagdo observada depende, sobretudo, do tecido de
origem. Assim por exemplo, em carcinomas, as mutagdes com troca de aminoacidos
correspondem a mais de 80% do total observado. Em sarcomas, as dele¢des, insergdes e

outros rearranjos sdo mais comuns, sendo as mutagdes em ponto muito raras (Nigro ef al.,

1989; Levine, 1993). Além da natureza do tecido envolvido, existem indicios de que o tipo
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de mutagdo esteja relacionado com os agentes mutagénicos ambientais. Exemplos disso sdo
as transversdes (G—T) no cédon 249 do gene, em tumores de figado de individuos chineses
e africanos expostos a aflatoxina B1l, que ¢ um contaminante alimentar comum nessas
populagdes e potente carcindgeno (Hsu ez al., 1991; Choi et al., 1993; Donehower et al.,
1993). Reforgando essa associagdo, estdo os achados de alteragdo idéntica em hepatdcitos
humanos submetidos in vitro a essa substancia (Cerutti et al., 1994). Outros exemplos tém
sido sugeridos em tumores de laringe, que mostram transigdes e transversdes associadas com
tabagismo (Zhang et al., 1994), em carcinomas colorretais com substituigdes C—T e G—A
em ilhas CpG, possivelmente desencadeadas por oxi-radicais como o 6xido nitrico (Cerutt,
1994) e em lesdes de pele com transigdes C—T causadas pela luz UV (Greenblatt er al.,
1994). Assim, a frequéncia e o tipo de muta¢Ges no TP53 podem ser usados como dosimetro
molecular de exposi¢do a carcindgenos e, dessa forma, fornecer informagdes acerca da
epidemiologia molecular do risco de cancer humano (Harris, 1993).

Além das mutagdes no gene TP53 causadas por agentes ambientais, varios
estudos recentes tém demonstrado mutagdes herdadas em diferentes pacientes de alto risco
para o desenvolvimento de processos malignos. Um desses grupos ¢ afetado pela sindrome
de Li-Fraumeni (SLF), que tem heranga autossomica dominante com penetrancia alta e ¢
caracterizada pela aumentada susceptibilidade a uma variedade de tumores. Os mais
frequentes sdo os carcinomas de mama, os sarcomas de tecidos moles, os tumores cerebrais,
os osteossarcomas e as leucemias (Leblanc & Soussi, 1994). Portadores do gene tém
probabilidade de 50% de desenvolver cancer até os 30 anos, enquanto essa probabilidade ¢
de 1% na populagdo geral (Malkin, 1994). Todas as mutag¢des inicialmente encontradas nessa
sindrome foram pontuais e restritas aos éxons 7, entre os codons 242 e 258 (Eng et al.,
1993). No entanto, analises recentes tém demonstrado mutagdes germinativas envolvendo
também os éxons 4 a 9 (Donehower e al.,1993).

Outras formas de suscetibilidade ao cancer relacionadas com o gene TP53
podem ocorrer. Uma delas, descrita por Barnes ef al. (1992), caracteriza-se por acimulo de

altos niveis da proteina ndo mutante, tanto em células normais quanto nas tumorais, e

neoplasias multiplas em idade precoce. Existem indicagdes de que esses pacientes herdam

uma mutagdo em outro gene que ndo o TP53, que de alguma forma atua na estabilizagdo da

proteina p53 normal.
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1.6.1. Mecanismos de a¢ido da proteina pS3

O estudo do mecanismo de agdo da proteina p53 normal foi inicialmente
realizado em células transformadas pelo virus SV40 e sugeriu seu envolvimento com o
processo de iniciagdo da duplicagdo do DNA. Posteriormente, analises topograficas da
molécula revelaram seu papel como regulador da transcri¢do génica, em especial pelo fato de
ter um dominio com capacidade de ligagdo ao DNA (Levine et al., 1991; Lane, 1992). A
sequéncia de DNA humano capaz de ligar-se ao produto p53 normal, mas ndo a formas
aberrantes, foi identificada por Kemn ef al. (1991) e compreende um segmento de 33 pares de
bases.

Os primeiros experimentos de transfecgdo do gene TP53 mutante
demonstraram que sua proteina € capaz de imortalizar condrocitos de ratos. Estudos mais
recentes sugerem que nem todos os mutantes apresentam o mesmo tipo de atividade
transformante e podem ser divididos em duas classes: aqueles que perdem a habilidade em
suprimir a transformagdo e que s@o apenas fracamente transformantes, e os mutantes
oncogénicos dominantes que, adicionalmente a sua perda de fungdo supressora, participam
ativamente na transformagao celular (Donehower et al., 1993).

Correlacionada com o potencial de tranformagdo, estd a caracteristica da
molécula p53 em formar complexos com proteinas heterdlogas, tais como o antigeno T do
virus SV40 e a proteina de 55kDa do adenovirus E1B. Em células que exibem tais
complexos, ndo ocorre a ativagdo de genes dependentes da p53, o que parece ser critico para
a transformag¢do celular (Sarmow, 1982; Malkin, 1994). Ao contrario, na presenga de
mutantes E1B, cujas proteinas sdo incapazes de formar complexos, foi demonstrada a
atividade normal da p53 e a reducdo severa do potencial transformante do adenovirus. Uma
outra classe de oncoproteinas virais que apresenta a mesma caracteristica de ligar-se a p53 é
a proteina E6 do papilomavirus humano dos grupos HPV-16 e HPV-18, sabidamente
associados com tumores anogenitais (Wemess et al., 1990; Berchuck et al., 1994).

Além da habilidade de ligagdo a moléculas heterélogas, a proteina p53 é capaz
de agrupar-se formando oligomeros. Experimentos que utilizaram células de teratocarcinoma
ou estudos in vitro de tradugio em lisados de reticuldcitos sugeriram a formagdo de dimeros

ou tetrdmeros de p53. As proteinas mutantes, de conformagio alterada, também podem

conjugar-se com a forma selvagem, levando essa ultima a adquirir uma conformagio

andmala (Milner et al., 1991). Tal agdo, aparentemente dominante negativa sobre a molécula

23

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespml 12 s A4 15 16 JL1Jd 418



normal, tem implicagbes dbvias no mecanismo pelo qual as mutantes podem abolir a fungio
da p53 em uma célula com os dois tipos de alelos (Donehower et al., 1993).

Algumas mutagdes, que alteram o terminal carboxila, afetam a capacidade de
oligomerizagdo da proteina (Milner er al., 1991). Ja foi detectada uma p53 monomérica, que
perde sua capacidade de ligagdo ao DNA, porém exibe fungdo ativadora de transcri¢do
aumentada (Tarumina et al., 1993). Por outro lado, tem sido relatado que a superprodugdo de
p53 normal pode conduzir a oligomerizagado e perda de atividade, indicando uma correlagéo
entre estabilidade aumentada de p53 e transformagédo celular (Kraiss et al., 1991).

Maxwell & Roth (1994) sugerem que proteinas celulares atuam na estrutura
terciaria da p53, o que resulta em moléculas com conformagdes diversas que interagem
diferentemente com os complexos de iniciagdo nos promotores e nas regides do DNA
iniciadoras da duplicagdo. Assim, diferentes formas da p53 teriam efeitos biologicos
distintos, desde a supressdo até a promogdo da proliferagdo. Segundo essa hipotese, cada
célula e tecido pode expressar quantidades e tipos especificos dessas proteinas ligantes, que
determinam o controle do crescimento do tecido em questdo. Alguns exemplos de proteinas
celulares capazes de se ligar a p53 sdo a proteina 70 do choque térmico (HSP70), que se
associa a formas mutantes, e a proteina celular de 90 kDa, observada em associagdo com a
p53 apos imunoprecipitagdo com anticorpos monoclonais especificos (Hinds et al., 1994). A
sequéncia de aminoacidos dessa ultima € essencialmente idéntica ao produto génico
detectado em roedores, o0 mdm-2, que parece consistir de um regulador de transcrigdo. O
gene MDM-2 (murine double minute 2 gene) ja foi observado amplificado em linhagens
celulares (Donehower et al., 1993) e em uma fragdo significativa de sarcomas (Oliner et al.,
1992). Tal amplificagdo, que parece estar restrita a um limitado subgrupo de tumores
humanos (Waber er al., 1993), provavelmente interfere na atividade da proteina p53 (Malkin,
1994). Sua introdugdo em linhagens celulares de camundongo aumenta o potencial
tumorigénico dessas células e, quando transfectado juntamente com o TP53, resulta em
redugdo na ativagdo génica realizada por esse ltimo. Parece evidente, portanto, que a mdm-

2 atua inibindo a a¢do da p53 normal e remove seus efeitos regulatérios de forma analoga as

proteinas virais (Finlay, 1993). E interessante que a p53 também atua sobre 0 MDM-2,

induzindo sua sintese e, aparentemente, as atividades dos dois genes sdo antagOnicas e
devem fazer parte de um processo de auto-regulagdo génica (Barak et al., 1993).
Em relagdo ao papel da proteina p53 de ativador da transcrigdo, deve ser

referido que essa fungdo esta relacionada com o carater acidico do dominio aminoterminal,
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similar aquele observado em muitos fatores de transcrigdo. Como ja foi citado, a p53 pode
ligar-se a sequéncias especificas do DNA (Kemn et al., 1991; Zambetti et al., 1992). A
primeira evidéncia funcional dessa atividade resulta dos experimentos de Fields & Jang
(1990) e Raycroft ef al. (1991). Esses pesquisadores demostraram que a fusdo da regido
aminoterminal da p53 ao dominio ligante de DNA do GAL 4 (galactoquinase) de levedura,
gera uma proteina quimérica que ativa a transcrigdo do promotor GAL 4. Estudos
subsequentes localizaram o dominio de transativagdo entre os cédons 20-42 e observaram
que varias proteinas p53 aberrantes também apresentam propriedades de fatores de
transcri¢do (Raycroft et al., 1991).

E interessante notar que diferentes mutantes encontrados em canceres humanos
variam na sua habilidade em inibir a ativa¢do transcricional e na sua atividade de ligagdo
especifica a0 DNA em relagdo a p53 normal. Além disso, proteinas com delegdo da por¢ao
aminoterminal, incapazes de ativar a transcrigdo mas com capacidade de se ligar a0 DNA,
ainda apresentam alguma atividade supressora in vitro, sugerindo que fung¢des adicionais da
p53 podem contribuir para a supressio da transformagao (Unger et al., 1993).

Os experimentos realizados em 1984 por Maltzman e colaboradores mostraram
que o tratamento de linhagens de fibroblastos de camundongos com luz UV ou drogas de
efeito semelhante a UV resulta em rapido aumento nos niveis da proteina p53, em parte pelo
aumento da estabilidade da molécula. Esses dados foram corroborados por analises de
irradiagdo UV em pele humana intacta (Hall ez al., 1993; Healy et al., 1994), que indicaram
um papel potencial para a p53 no controle do ciclo celular apos lesdo do DNA. Outros
estudos sobre a produgdo elevada de p53 normal em células tumorais sugeriram trés padroes
de atividade biologica normal: a supressdo da proliferagdo celular, a indugdo de morte
celular programada ou apoptose (Weinberg, 1991; Show et al., 1992; Harrington ef al.,
1994) e a indugdo de diferenciagdo (Mercer et al., 1991; Rotter et al., 1994). Nos modelos
propostos por Kastan er al. (1992) e Lane (1992), o papel da p53 ¢ atuar como uma espécie
de guardido molecular da integridade genomica. Se o DNA ¢ danificado, a p53 ¢ induzida,

estabilizada ou ativada e bloqueia a célula na fase G do ciclo celular para que a lesdo seja

reparada. Se a injuria ndo puder ser retirada, a p53 inicia um processo de morte celular
programada e, nas células em que a fungdo p53 ¢ perdida, desenvolve-se um estado de
instabilidade genética que pode culminar em amplificagdes génicas, aneuploidia e outras
aberragdes cromossdmicas, responsaveis pela evolugdo e progressdo tumoral (Smith &

Fornace, 1995). Esse modelo, em concordincia com o conhecimento presente sobre o
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produto do gene TP53, esta sujeito a modificagdes na medida em que outras informagdes
forem acumuladas, embora ndo reste dividas que ele exerce importante papel na regulagio
do ciclo celular.

Uma questdo relevante a ser levantada nesse ponto se refere aos genes que sdo
ativados ou reprimidos pela proteina p53. Deffie er al. (1993) sugerem que a p53 normal
ativa seu proprio promotor, enquanto a proteina mutante perde essa propriedade. A proteina
p53 também leva a expressdo de genes tais como o MDM-2, o GADDA45 (growth arrest and
DNA damage gene) e o WAF1/CIP1(Mr 21.000 protein/potent inhibitor of ciclin dependent
kinases) e a regula¢do negativa do BCL2, que aparece alterado com frequéncia em linfomas
da célula B. A proteina mdm2, como ja foi citado, inativa a fungédo promotora de transcrigao
da p53 e, consequentemente, remove os seus efeitos negativos sobre o ciclo celular
(Donehower & Bradley, 1993; El-Deiry et al., 1993, 1994; Hoffman & Liebermann, 1994;
Levine et al., 1994; Sidransky, 1995). O produto do gene GADD45 ¢ sintetizado em resposta
a agentes genotoxicos e pode associar-se com 0 PCNA (proliferating cell nuclear antigen).
Tal interagdo parece estimular o reparo do DNA por excisdo realizado por esse antigeno ou,
entdo, deslocar o PCNA de complexos de duplicagdo, o que poderia auxiliar na inibigdo da
proliferagdo (Smith er al., 1994). A proteina bcl2, por sua vez, protege a célula da morte
programada e confere resisténcia a muitos agentes biologicos e quimioterapicos, tendo sido
detectada em niveis elevados em carcinomas cutineos (Hockenbery, 1994). Um gene
relacionado com o BCL2, o BAX, também € regulado pela p53 mas, ao contrario, acelera a
apoptose e, aparentemente, € o equilibrio bcl2/bax que determina a sobrevida ou a morte
celular (Hoffman & Liebermann, 1994).

O produto do gene WAF1/CIP1 inibe a atividade de quinases dependentes de
ciclinas e provavelmente controla dessa forma a divisdo celular. Alguns autores tém
observado variantes polimoérficas no gene WAF1/CIP1 (Li et al., 1995) que, em certos casos,
sdo mais frequentes nas amostras provenientes de tumores sem mutagdo do TP53 que em

amostras de tumores com mutantes p53 (Mousses ef al., 1995). Tais achados sugerem que

esses polimorfismos ndo sdo benignos e podem mesmo levar a um risco maior de neoplasias.

A p21 ¢é estimulada pela forma normal, mas nio mutante, da p53 durante a
resposta a lesdes provocadas no DNA, resposta essa que resulta em supressdo de crescimento
e apoptose. Além de interagir com quinases dependentes de ciclinas, liga-se também ao
PCNA, participando assim do bloqueio do ciclo celular e do controle da duplicagdo do DNA
(El-Deiry et al., 1993, 1994; Mousses et al., 1995). Alguns dados recentes mostram que,

26

AVA
AVAYA

1 2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



apos doses biologicamente significativas de UV, ela ¢ induzida em queratindcitos

diretamente pela p53 (Mousses et al., 1995).

1.6.2. A proteina p53 - Aspectos imunohistoquimicos

Desde as primeiras evidéncias da correlag@o entre alteragdes da proteina p53 e
neoplasias (Crawford er al., 1982), muitos estudos vém sendo desenvolvidos e
anormalidades do gene TP53 podem ser detectadas por varias abordagens experimentais. Por
exemplo, alteragdes cromossdmicas da banda 17p13 podem ser observadas diretamente por
hibridagdo in situ e mutagdes génicas podem ser aferidas indiretamente por analise de
polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restrigdo (RFLP), por polimorfismos de
conformagdo de fita simples (SSCP) ou, diretamente, por sequenciamento dos éxons (Baker
et al., 1989; Nigro et al., 1989; Hall & Lane, 1994). Finalmente, anormalidades da proteina
p53 podem ser investigadas por métodos imunoquimicos, incluindo os imunohistoquimicos
(IHQ). O uso de anticorpos por esses métodos é dependente de quantidade suficiente de p53
preservada e retida nos tecidos que, por sua vez, esta relacionada com a meia vida da
proteina. De maneira geral, a meia vida da p53 normal € tdo pequena (cerca de 15 minutos)
que ndo permite detec¢do por métodos imunohistoquimicos. Nos casos em que é observada
imunorreatividade, o resultado deve refletir mutagéo, produgdo elevada ou estabilizagdo e
acumulo da proteina. A confirmagio de uma dessas situagdes pode ser realizada por métodos
moleculares mas uma correlagdo entre mutagéo e expressdo elevada nem sempre tem sido
observada (Campbell et al., 1993b; Kubo et al., 1994; Mc Nutt et al., 1994).

Os anticorpos desenvolvidos para a detecgdo da p53 sdo monoclonais ou
policlonais. O PAb 1801 é um anticorpo monoclonal de camundongo que se liga aos
aminoacidos 32 a 79 das formas mutante e normal, embora ndo as discrimine (Banks et al.,
1986). Os anticorpos DO1 e DO7 tém propriedades semelhantes e ligam-se a epitopos de
uma regido altamente conservada, préxima ao aminoterminal, mas distante da area
geralmente afetada por mutagdes (Cristofolini et al., 1993). O anticorpo PAb 240 reage

apenas com a forma mutante, em virtude de sua ligagdo com epitopos conformacionais

decorrentes das mutagdes mais comuns (Helander er al., 1993). Outros anticorpos

compreendem o BP53-12 e o BP53-24, que se conjugam a epitopos desconhecidos das duas
formas da p53, e o PAb 421 que reage somente com a forma normal, entre os aminoacidos

370-378 (Harlow et al., 1981; Helander et al., 1993). Entre os anticorpos policlonais para a
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proteina p53, devem ser ressaltados o0 CM-1, que reconhece ambas as formas da molécula e
tem sido bastante utilizado nos ultimos anos, e o JG8, produzido a partir de coelhos
imunizados e que também reconhece ambas as formas da proteina p53 (Gusterson ef al.,
1991; Midgley et al., 1992).

A anilise imunohistoquimica de p53 em tumores apresenta resultados
controversos em muitos casos. Assim, Porter et al. (1992) relatam a presen¢a de marcagio
positiva em 39% das diferentes amostras estudadas, enquanto Bartek et al. (1991) registram
valores de 76%. Quando sdo consideradas neoplasias especificas, a variagdio também ¢é
grande, embora deva ser ressaltado que anticorpos distintos sdo usados por diferentes
estudos. Por exemplo, entre os canceres colorretais, a marcagdo positiva varia de 5% (Scott
et al., 1993) até 55% (Monden et al., 1992; Sun et al., 1992). O mesmo ¢ valido para os
tumores de mama e ovario com valores de 22 a 92% (Davidoff et al., 1991; Porter et al.,
1992) e de colo de ttero com valores de 26 a 87% (Oka et al., 1993; Lambkin et al., 1994).

Para ser utilizada na pratica clinica, a avaliagdo imunohistoquimica da p53
precisa fornecer informagdes relevantes, particularmente relacionadas a diagndstico ou
prognostico. Alguns autores sugerem, em seus estudos, a associagdo entre acimulo de p53 e
expectativa de vida (Martin ef al., 1992; Sun et al., 1992; Sarkis et al., 1993). Renedo &
Trainer (1994) também referem a utilidade desse método na detecgdo de células malignas em
neoplasia da célula germinativa intratubular e teratoma. Outros estudos descrevem formas
mutantes em estadios pré-malignos que precedem o carcinoma gastrico (Correa & Shiao,

1994) e em carcinoma inicial e epitélio atipico de vesicula biliar (Yabar & Watanabe, 1994),

o que pode ser importante no diagnéstico desses tumores. E igualmente citada a frequéncia

maior de expressdo elevada da p53 em carcinomas de laringe que em displasia do mesmo
orgdo (Gorgoulis et al., 1994). Apesar desses resultados, outros trabalhos, como os de Oka et
al. (1993) e Lipponen (1993), ndo encontraram uma correlagdo consistente para uso
prognostico ou diagnostico entre o acimulo de pS53 e o estado neoplasico. Apenas a analise
molecular conjunta podera estabelecer, entdo, o valor do processo imunohistoquimico na

sensibilidade e especificidade da detecgdo de mutagdes (McNutt et al., 1994).

1.6.3. O gene TPS3 e os tumores de pele

Nos ultimos anos, diferentes estudos tém revelado mutag¢des no gene TP53 em

tumores cutdneos, tais como carcinomas baso e espinocelulares, ceratoses solares e
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melanoma. E interessante que muitas dessas mutagdes sdo transigdes C—T em sitios de

dipirimidinas além de substituigdes CC—TT, que sdo sabidamente especificas da radiagdo
UV (Brash et al., 1991; Rady et al., 1992; Moles et al., 1993a; McNutt et al., 1994). Em
lesdes de pele de pacientes com XP, 100% das mutagdes sdo em sequéncias de pirimidina-
pirimidina, a maioria delas do tipo CC—TT, ao contrario das neoplasias internas que
raramente apresentam tais transigdes (Sato et al., 1993; Dumaz et al., 1994). Kanjilal et al.
(1993) também revelaram a existéncia de mutagdes no gene TP53, predominantemente
transigdes C—T, em tumores de pele de roedores induzidos por radiagdo UV. Esses achados
sugerem que tais mutagdes podem ser um dosimetro biologicamente relevante de exposigdo a
UV e um possivel indicador do risco de desenvolvimento do cancer de pele (Nakazawa et
al., 1994). Embora ainda limitados, favorecem a hipdtese de que essas mutagdes participam
de um dos passos da progressdo tumoral, conectando diretamente um carcinégeno com o
gene envolvido (Brash et al., 1991; Moles er al., 1993a; Nagano ef al., 1993; Tomaletti ef
al., 1993).

A detecgdo imunohistoquimica da proteina p5S3 mutante tem sido referida em
modelos animais durante a transformagio epidérmica e na progressio para o estadio maligno
da neoplasia (Han et al., 1992). Na espécie humana, diferentes estudos tém observado em
carcinomas baso e espinocelulares imunorreatividade para a p53, que varia entre 42 a 92%
dos casos (Barbareschi et al., 1992; Mc Gregor et al., 1992; Shea et al., 1992; Slater et al.,
1992; Stephenson et al., 1992; Burns et al., 1993; Helander et al., 1993; Nagano ef al., 1993;
Ro et al., 1993; Ziegler et al., 1993; Oram et al., 1994). Em melanomas, a controvérsia dos
resultados é muito grande. Ro et al. (1993) obtiveram resultados negativos para acimulo de
p53 e Castresana ef al. (1993), utilizando técnicas moleculares, concluiram que o gene TP53
ndo esta envolvido no desenvolvimento desses tumores. Ao contrario, varios autores (Stretch
et al., 1991; Akslen & Morke, 1992; Cristofolini et al., 1993; Mc Gregor et al., 1993;
Yamamoto e Takahashi, 1993; Weiss et al., 1993) observaram células positivas em 30 a 97%
dos casos analisados. No estudo de Florenes et al. (1994), foi detectado que, nessa neoplasia,
os niveis elevados da proteina pS3 estdo aparentemente associados ao retardamento na
manifestagdo de metastases mas ndo a tumorigénese Por outro lado, outros trabalhos tém
concluido que o acimulo da proteina € um evento tardio na progressdo do melanoma (Lassan
et al., 1993) e esta correlacionado com a agressividade da doenga (Yamamoto & Takahashi,

1993; Basset-Séguin, 1994).
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Em ceratose actinica varios autores tém encontrado grupos de queratinocitos,
aparentemente normais, imunorreativos para a proteina p53. A marcagio parece restrita as
células da camada basal, enquanto que as suas derivadas das camadas superiores mostram-se
negativas, o que leva a interpretagdo de que a positividade nido se deve a mutagdo mas
possivelmente a uma elevagdo transitoria do conteudo protéico (McGregor et al., 1992; Sim
et al., 1992; Mc Nutt et al., 1994; Taguchi et al., 1994). Em doenga de Bowen, a presenga da
proteina p53 também foi observada, tanto nas células do tumor como naquelas de areas de
epiderme normal adjacente (Szekeres & Giacomoni, 1994).

Estudos realizados com ceratoacantoma (McGregor et al., 1992; Stephenson et
al., 1992; Kerchmann et al., 1994) e com poroqueratose (Magee et al., 1994) tém relatado a
presenga de parcela significativa de casos positivos e, curiosamente nessa iltima, a marcagdo
esta concentrada nas camadas mais profundas da epiderme, de forma semelhante a ceratose
solar.

Embora os dados sejam algumas vezes controversos € possivel concluir que, de
maneira geral, as mutagdes no gene TP53 sdo relativamente comuns em canceres da pele,
bem como a detecgdo de acumulo da sua proteina nas células epidérmicas neoplasicas. As
diferengas entre os resultados dos diversos grupos podem ser explicadas, em parte, por
etiologias distintas, diferengas entre as amostras analisadas, quanto a exposi¢do a
carcindgenos, ou ainda por divergéncias técnicas, principalmente relacionadas com a

metodologia imunohistoquimica.

LI.7. Objetivos

Pelo exposto, fica evidente que a detecgdo da proteina p53 mutante é possivel
devido ao seu acimulo na célula, uma vez que apresenta sobrevida muito maior em relagdo a
correspondente normal. Além disso, os estudos imunohistoquimicos constituem um método

valido no rastreamento de alteragdes do gene TP53 e ja foram detectados mutantes na maior

parte dos tumores humanos, incluindo melanomas, carcinomas espinocelulares da pele e

carcinomas basocelulares. Um aspecto importante ¢ que a técnica pode revelar pequenas

areas ou focos de células alteradas, o que ndo € possivel através das técnicas existentes.
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Em wista disso, e pela importincia dos tumores de pele como material de
estudo para o conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese, ¢

proposto o presente trabalho que tem como objetivos:

. Detectar a presenca e a localizagdo intracelular de quantidades alteradas da proteina p53
em lesdes pré-malignas e malignas da pele, através do método imunohistoquimico.

. Comparar os achados observados nos dois grupos de lesdes entre si € com os dados da
literatura.

. Comparar os achados observados nas lesdes expostas e ndo expostas a radiagio solar.

. Fornecer subsidios para posteriores investigagdes moleculares de mutagdes no gene TP53

ou em genes efetores do TP53.
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II. MATERIAL E METODOS
I1.1. Material

No presente trabalho, foram analisadas 30 amostras de ceratose solar, 31 de
carcinoma espinocelular ¢ 31 de epitelioma basocelular. As amostras compreenderam
material de exérese dermatologica, emblocado em parafina e cedido pelo Laboratério de
Patologia do Hospital de Base da Faculdade Regional de Medicina de Sdo José do Rio Preto.
O diagnéstico histopatoldgico foi fornecido pelo mesmo servigo.

A selegdo dos casos obedeceu a ordem cronologica dos registros do referido

laboratério e teve inicio nos espécimes datados de outubro de 1992. As laminas do

diagnostico histopatologico foram igualmente examinadas como critério para selegdo, de
forma a evitar preparagdes muito pequenas ou pouco informativas. Casos que apresentavam
analise citogenética prévia foram também incluidos no estudo.

A caracterizagdo da amostra, no que se refere a dados dos pacientes, como

idade,séxo,localizag:ﬁo e ocorréncia isolada ou multipla da lesdo foi feita nas tabelas 1, 2 e 3.

I1.2. Métodos

O material utilizado no presente estudo, segundo informagdes do laboratério de
patologia, foi fixado em solugdo de formol 37% por um periodo de 12 a 24 horas e incluido
em parafina, seguindo processos usuais de desidrata¢do, diafanizagdo e impregnagéo.

Para a detecg¢do imunohistoquimica da proteina p53 foi empregado o método
da avidina-biotina peroxidase, com revelagdo pelo composto diaminobenzidina (DAB),
utilizando o anticorpo monoclonal Pab 1801 (IgG1 de camundongo anti-P53, Oncogene
Science, p53 Ab-2). Esse anticorpo reconhece, mas ndo discrimina, formas normais e
mutantes da proteina humana p53 em cortes histologicos de amostras fixadas em formalina e
emblocadas em parafina (McNutt et al., 1994).

O procedimento experimental imunohistoquimico foi realizado em duas etapas,
em trés laboratoérios distintos, com pequenas diferengas metodologicas entre elas. A primeira
etapa foi efetuada no Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre o Cancer (SP) e no Departamento
de Biologia do IBILCE-UNESP (Sdo José do Rio Preto). A segunda etapa foi realizada no
Laboratorio de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP (Ribeirdo Preto).
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Tabela 1. Caracterizagdo das amostras de ceratose solar estudadas quanto ao sexo
(M: masculino, F: feminino), idade (em anos), ocorréncia isolada (I) ou
multipla (Mt) e regido afetada (Fa: face, Me: membros, T: térax, P:
pescogo) de seus portadores. (D: desconhecido).

Amostra Sexo Idade Ocorréncia Regido
Afetada

55 Mt Fa
69 Mt Me
63 Mt Fa
66 Mt Me
45 ik
70 Fa
75 P
68 Me
44 Fa
78 Me
52 Me
17 Fa
67 T
68 Fa
64 Me
45 Fa
60 Me
54 Fa
75 T
90 Fa
50 Fa
76 Fa
79 D
69 Fa
78 Fa
45 Fa
50 D
63 Fa
56 Fa
69 T

B89 807
B89 1006
B92 6449 A
B93 1744
B93 1829
B93 2005
B93 2084
B93 2089
B93 2293
B93 2322 A
B93 2359 B
B93 2410
B93 2660
B93 3493 B
B93 3504 C
B93 3560
B93 3669
B93 3897
B93 4062
B93 4071
B93 4698
B93 4889 A
B93 4974
B93 5006
B93 5160 C
B93 5171
B93 5510
B93 5588
B93 5601
B93 5605

st B B B B B s [ ol P B RS W T P i s P B Pl

AVA
AVAVA

cm 1 2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 1o 17 18



Tabela 2. Caracterizagdo das amostras de carcinoma espinocelular estudadas
quanto ao sexo (M: masculino, F: feminino), idade (em anos),
ocorréncia isolada (I) ou multipla (Mt) e regido afetada (Fa: face, Me:
membros, T: térax, P: pescogo) de seus portadores. (D: desconhecido).

Amostra Sexo Idade Ocorréncia Regido
' Afetada
69 Mt Me
58 Mt Fa
78 Mt Fa
80 Mt T
54 I Fa
78 Mt Me
76 Mt Fa
81 I Me
76 Mt T
63 Mt Fa
63 Mt Fa
71 Mt Fa
87 Mt Fa
62 Mt Me
78 Mt Me
50 Mt Fa
63 I Fa
62 Mt Fa
76 Mt Fa
61 I Fa
61 I Fa
67 Mt Fa
47 Mt T
21 I D
63 Mt Fa
74 I Fa
68 Mt Fa
64 Mt Me
62 Mt Fa
B93 3723 51 Mt Me
B93 3849 45 | Fa

a,b,c = amostras dos pacientes 17, 3 e 23 respectivamente (Tab. 8)

B89 629
B89 1807 A
B89 1904 A2
B91 11862
B92 6321
B92 6392
B93 165
B93 179
B93 221
B93 234 Ab
B93 234 Bb
B93 277 A
B93 287
B93 1830¢
B93 2322 B
B93 2329 A
B93 2337
B93 2662¢
B93 2849 B
B93 2871
B93 2916
B93 3014 B
B93 3096
B93 3107
B93 3271
B93 3377
B93 3498
B93 3504 B
B93 3640¢

M
M
E
F
M
F
F
F
E
M
M
M
F
F
F
M
E
P
M
F
E
M
F
F
E
M
M
M
F
M
M
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Tabela 3. Caracteriza¢gdo das amostras de carcinoma basocelular estudadas
quanto ao sexo (M: masculino, F: feminino), idade (em anos),
ocorréncia isolada (I) ou multipla (Mt) e regido afetada (Fa: face, Me:
membros, T: torax, P: pescogo) de seus portadores.

Amostra

Sexo

Idade

Ocorréncia Regido

Afetada

B89 10302
B89 14492
B89 1561
B89 1843 B
B89 2327
B89 2764 B
B89 2812 Ab
B89 2812 Bb
B89 3161
B89 3855
B91 430 AC
B91 489
B91 1531¢
B91 16552
B91 2266C
B91 4002 A€
B91 5457 B2
B92 601

B92 6370
B92 6450 B
B93 53 A
B93 265
B93 314 B
B93 1718 A
B93 2322 C
B93 2359 A
B93 2761
B93 2849 C
B93 3493 A
B93 4889 B
B93 5160 B

M
M
F
F
M
M
B
B
M
M
E
F
¥
M
F
B
M
F
M
M
M
F
F
R
F
F
0
M
M
F
M

70
70
56
76
63
74
77
77
49
58
55
68
55
72
55
55
72
33
62
71
64
88
85
53
78
52
67
76
68
76
78

Fa
Fa
Fa
Fa
P

Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa

ER RS SRR R R R Rl ESfRRHE S~ SRR nE-ER

a, b, ¢ = amostras dos pacientes 30,32 e 33 respectivamente (Tab.8)
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I1.2.a. Protocolo Experimental

Cortes histologicos de 6 um de espessura foram montados em laminas
revestidas com organosilano (na primeira etapa) e com cola comum, tipo tenaz, diluida em
agua (na segunda fase). Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em série de

etanol (100, 95 e 70). A seguir, lavados em agua destilada e submetidos ao bloqueio da

peroxidase endégena dos tecidos. Esse procedimento foi realizado com agua oxigenada 30

volumes em solugdo de metanol 30% (na primeira etapa) ou em agua destilada (segunda
etapa), por 30 minutos. A seguir, os cortes foram lavados em PBS para posterior tratamento
com soro de cavalo (Kit ABC, Vectastain, Vector), diluido 20 vezes em PBS, por 30
minutos, com a finalidade de bloquear os sitios de liga¢@o inespecifica de IgG. Em seguida,
foi realizada a incubagdo com o anticorpo PAb 1801 diluido 500 vezes em PBS, a
temperatura ambiente.

Ap6s um periodo de incubagd@o de aproximadamente 18 horas, os cortes foram
lavados em PBS e foi aplicado o anticorpo secundario, anti-IgG de camundongo, biotinilado
(Kit ABC, Vector), diluido 200 vezes em PBS por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram
lavados em PBS para posterior incubagdo com o complexo ABC (avidina-biotina peroxidase,
Kit Vector), por 30 minutos. Ao final desse tempo, os cortes foram lavados em PBS e as
reagdes reveladas com o substrato da peroxidase, ou seja, com agua oxigenada 1%, na
presenga do cromégeno diaminobenzidina (Smg DAB/10ml PBS). Finalmente, os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados em etanol e diafanizados em
xilol para montagem permanente com Entelan (Merck). A imunorreagdo, como critério de
positividade, foi visualizada pela presenga de pequenos granulos de cor castanha distribuidos
de forma relativamente uniforme nas células.

Foram utilizados dois controles, o positivo e o negativo. Como positivo foi
empregada uma amostra, gentilmente fornecida pelo Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre o
Cancer, de um carcinoma espinocelular de pénis, com expressdo elevada da proteina p53 e
mutag¢io no gene correspondente, essa ultima confirmada por PCR-SSCP (polimerase-chain
reaction, single strand conformation polimorfism). Como controle negativo foi utilizada a

mesma amostra, porém foi omitida a incubagido com o anticorpo primario.
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IL.2.b. Anélise microscépica

A analise foi realizada em microscopio de luz, baseada na proposta de Jiko ef
al. (1993) e Kerschmann er al. (1994), com modificagdes. Assim, os cortes foram
submetidos a rastreamento total em menor aumento (100x) e para cada um foi langado um
valor global de positividade. Quando os cortes ndo apresentavam qualquer sinal de
imunorreagdo, foram consideradas negativas. Por outro lado, foram consideradas portadoras
de positividade focal quando exibiam pequenos grupos de células positivas que

representavam, sem deixar duvida, menos de 5% do total de células. Nos casos em que a

marcagdo era nitidamente maior que 5%, foram atribuidos niveis de expressdo da proteina
p53, correspondentes a porcentagem de nucleos imunocorados na area total do corte
histologico. Séo eles:
5a25% -nivel 1
26 a 50 % - nivel 2
51a75% -nivel 3
mais de 75 % - nivel 4
Apés essa primeira analise, os cortes de amostras com marcagdo nuclear
positiva foram avaliadas quanto a densidade de marcagédo, através da porcentagem de células
imunocoradas observadas em campos microscopicos de maior aumento (400x). Foram
contadas de 500 a 600 células em regides com grande marcagdo, cuja intensidade foi
classificada qualitativamente em fraca (f), média (M) e forte (F).
Os trés parametros considerados na analise microscopica foram: os niveis de
expressdo da proteina, a densidade e a intensidade de marcagdo.
Em wvirtude de referéncias a formas mutantes da proteina p53 que estdo
presentes no citoplasma (Moll er al., 1992; Weiss et al., 1993), foi investigada também a
presenga de marcagdo citoplasmatica. Os resultados foram considerados positivos quando
5% ou mais células exibiam a imunorreagéo, focais quando o nivel obtido era inferior a 5% e
negativos quando nenhum sinal era visivel nas células analisadas. Nos cortes com
positividade citoplasmatica, ndo foi atribuida a porcentagem de células coradas em relagdo a
area total da lesdo, pois a imunorreagdo ocorreu apenas nos elementos da camada basal, com
relativamente poucas células das outras camadas epidérmicas sendo marcadas.

Os espécimes foram fotografados com filme colorido Ektar 25 (Kodak) e preto

e branco Ilford 50. O fotomicroscopio utilizado foi da marca Zeiss (West Germany). A

3/
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revelagdo dos filmes em preto e branco foi efetuada no laboratério fotografico do Hospital

das Clinicas de Ribeirdo Preto e as cpias foram feitas em papel fotografico Kodabrome

Print RC F3. Os filmes coloridos foram revelados e copiados em laboratério comercial.
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III. RESULTADOS

A imunorreagdo da proteina p53 foi observada pela presenga de pequenos
granulos de cor castanha no niucleo (30 casos), no citoplasma (8 casos), ou em ambos o0s
locais (2 casos) de células das 92 lesdoes de pele estudadas. A marcagdo no citoplasma
consistiu de pequenos granulos uniformemente espalhados e, de modo geral, teve intensidade
fraca (Fig. 2, caso B93 2322 A). No nucleo, a intensidade da reagdo nem sempre
acompanhou o nivel de expressdo da proteina pelas células. Assim, em alguns casos, uma
marcagdo forte foi observada em nivel 1 enquanto imunorreatividade mediana pode ser
detectada em nivel 4 de expressdo (Fig. 3, casos B93 165 ¢ B93 2849 B). Do mesmo modo,
a intensidade e a densidade ndo tiveram sempre uma relagdo positiva. As exce¢des mais
evidentes foram os carcinomas B93 2849 B e B89 1843 B.

As marcagdes nucleares positivas foram observadas em 35,5% dos carcinomas
espinocelulares, em 51,6% dos basocelulares e em 16,6% das ceratoses, enquanto as
marcagdes citoplasmaticas positivas foram detectadas em 3,2%, 16,1% e 13,3% dessas

lesdes, respectivamente. As reagdes focais citoplasmaticas foram visualizadas com maior

frequéncia nos dois grupos de carcinomas (Tabela 4). De maneira geral, os nucleos positivos

em regides com grande marcagao nos diferentes tumores variaram de 5 a 88%.

Os controles, positivos e negativos, constituidos de um carcinoma
espinocelular de pénis, foram empregados todas as vezes em que as reagdes foram efetuadas.
O positivo, sem excegdes, resultou em forte imunorreagdo nuclear em mais de 80% das
células do corte (Fig. 4A), sem qualquer sinal de positividade citoplasmatica. Por outro lado,
o controle negativo (Fig. 4B), contituido do mesmo material, porém sem a incubagdo com o
anticorpo primario, apresentou resultados negativos em todas as reagdes efetuadas.

Os resultados obtidos em cada um dos trés tipos patoldgicos analisados serdo

detalhados a seguir.
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Figura 2. Ceratose solar (caso B93 2322 A) mostrando imunorreagio
citoplasmatica positiva, principalmente nas células da camada basal.
Nucleos negativos. 400x.
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Figura 4. Carcinoma espinocelular de pénis utilizado como controle: (A) positivo e
(B) negativo. 400x.
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Tabela 4. Frequéncia da imunorreagdo da proteina p53 detectada pelo anticorpo PAb
1801 em 92 lesdes de pele. (CA: carcinoma, n: namero).

Imunorreacio

nuclear citoplasmatica
+ B focal + - focal
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Ceratose
solar
CA
espinocelular
CA
basocelular

5(16,6%) 22(73,3%) 3(10,0%) 4(13,3%) 23(76,6%) 3(10,0%)
11(35,5%) 14(45,2%) 6(19,3%)  1(3,2%) 23(74,2%) 7(22,6%)

16(51,6%) 12(38,7%)  3(9,7%) 5(16,1%) 17(54,8%) 9(29,0%)

Total 32(34,7%) 48(52,2%) 12(13.0%) 10(10,9%) 63(68,5%) 19(20,6%)
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II1.1. Ceratose solar

Foram realizados testes imunohistoquimicos em 30 lesdes de ceratose retiradas
por exérese dermatologica de 30 pacientes. Desses, 19 eram do sexo feminino e 11 do sexo
masculino. A idade variou de 17 a 90 anos e a maioria dos pacientes encontrava-se na faixa
dos 60-70 anos. A maior parte das amostras era proveniente de areas do corpo expostas ao
sol, sendo 24 (80%) localizados na cabega ou membros, enquanto que apenas 4 (13,3%)
representavam lesdes do torax.

Os resultados da analise imunohistoquimica dessa patologia estdo apresentados
na tabela 5 e revelam que cinco casos (16,6%) exibiram imunorreagdo nuclear positiva, que
ndo foi observada em células da camada basal, mas na area da ceratose ¢ de maior
invasividade (Fig. 5, caso B93 5601). Trés outras amostras apresentaram apenas algumas
células com coloragdo nuclear, que era de intensidade fraca e restrita a area da lesdo (Figura
6, caso B93 5605).

Entre os cinco casos com marcagdo nuclear positiva, um deles (B93 5601)
mostrou mais de 75% das células do corte imunocoradas € 70% de densidade de marcagio.
Os quatro restantes, entretanto, apresentaram tais valores iguais ou abaixo de 25%. A
intensidade de marcagido nuclear apresentou pequenas variagGes entre as laminas e em
diferentes regides do mesmo corte. No entanto, todas puderam ser enquadradas dentro de um
padrdo médio, exceto a lamina B93 5601, que mostrou sinal forte nas regides de maior
invasio da derme (fig. 5A).

Quatro casos mostraram imunorreatividade positiva somente no citoplasma
que, em dois deles (B93 1829 e B93 2084), compreendeu mais de 50% da area total do

corte. Duas amostras, que foram positivas no nicleo, revelaram resultados focais quanto ao

citoplasma e uma lamina, B93 5605, apresentou marcagéo focal nuclear e citoplasmatica. E

interessante ressaltar que o grupo de células com nicleos positivos nesse tltimo caso estava
restrito a camada papilar da derme, sendo a marcagdo citoplasmatica localizada na camada

basal epidérmica, como nos demais casos (Fig. 7, caso 5605).
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II1.2. Carcinoma espinocelular

A reagio imunohistoquimica da proteina p53 foi investigada em 31 amostras de
carcinomas espinocelulares provenientes de 27 pacientes. Desses, 14 eram do sexo feminino
e 13 do sexo masculino. A idade variou de 21 a 87 anos, com média superior a 60 anos. A
maior parte das lesdes surgiu em areas do corpo expostas ao sol, predominantemente na face
ou membros (87%), e apenas trés amostras eram originadas do torax, uma delas da area do
decote V (B93 3096), que é considerada regido exposta.

Os resultados estdo listados na tabela 6 e revelam que seis casos (19,3%)

exibiram apenas alguns nucleos corados com intensidade homogénea e fraca, enquanto onze

(35,5%) mostraram muitas células com nitida marcag@o nuclear. Desses, oito apresentaram
intensidade da rea¢do média ou forte, a maioria com densidade inferior a 50%. Em dois
carcinomas, B93 2662 e¢ B93 2849 B, mais de 75% das células do corte exibiram
positividade nuclear. No primeiro deles, as células revelaram dois padroes de imunorreagao,
sendo mais fraca a intensidade nas areas periféricas a lesdo e forte no centro da mesma (Fig.
8, caso 2662).

A tnica imunorreagao citoplasmatica positiva esteve restrita a camada basal, na
regido da neoplasia (Fig. 9, caso B93 179). Outras sete amostras possuiam apenas focos de

células imunocoradas no citoplasma (Fig. 10, caso B93 2662).
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Tabela S. Imunorreagdo da proteina p53 detectada pelo anticorpo PAb 1801 em
30 amostras de ceratose solar.

Imunorreacio
nuclear citoplasmatica
tipo nivel de densidade
expressio (%)

Face
B89 807 1 7%
B92 6449 A
B93 2005
B93 2293
B93 2410
B93 3493 B
B93 3560
B93 3897
B93 4071
B93 4698
B93 4889 A
B93 5006
B93 5160 C
B93 5171
B93 5588
B93 5601
Membros
B89 1006*
B93 1744
B93 2089
B93 2322 A
B93 2359 B
B93 3504 C
B93 3669
Toérax
B93 1829 *
B93 2660*
B93 4062*
B93 5605*
Pescogo
B93 2084
Desconhecido
B93 4974 -
B93 5510 +

* lesdo ndo exposta ao sol
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Figura 5. Ceratose solar (caso B93 5601). (A) imunorreagdo nuclear positiva nas
células da regido neoplasica e de maior invasividade, (B) negativa nas
células da camada basal. 250x.
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Figura 6. Ceratose solar (caso B93 5605) apresentando reagdo nuclear focal, restrita
a area da lesdo. 250x.
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Figura 7. Ceratose solar (caso B93 5605) mostrando reagdo citoplasmatica focal na
camada basal. 100x.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 q unespml 12 13 14 15 1o 17 18



Tabela 6: Imunorreagido da proteina p53 detectada pelo anticorpo PAb 1801 em
31 amostras de carcinoma espinocelular. (F: forte, M: média, f: fraca).

Imunorreacio

Amostra

nuclear

citoplasmatica

nivel de
expressao

densidade
(%)

Face
B89 1807 B
B89 1904 A
B92 6321
B93 165
B93 234 A
B93 234 B
B93 277 A
B93 287
B93 2329 A
B93 2337
B93 2662
B93 2849 B
B93 2871
B93 2916
B93 3014 B
B93 3271
B93 3377
B93 3498
B93 3640
B93 3849
Membros
B89 629
B92 6392
B93 179*
B93 1830
B93 2322 B
B93 3504 B
B93 3723
Torax
B91 1186* -
B93 221* -
B93 3096 +M)
Desconhecido
B93 3107 focal

2
2

1

56%
49%

32%

* lesdo ndo exposta ao sol
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Figura 8. Carcinoma espinocelular (caso B93 2662). (A) imunorreagio nuclear de
intensidade mediana nas células mais periféricas a lesdo e (B) forte na
regido de maior invasividade. 250x.
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Figura 9. Carcinoma espinocelular (caso B93 179) mostrando imunorreagio
citoplasmatica restrita a camada basal, na regido da neoplasia. 250x.
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Figura 10. Carcinoma espinocelular (caso B93 2662) mostrando imunorreagdo
citoplasmatica focal. 250x.
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II1.3. Carcinoma basocelular

Os testes imunohistoquimicos foram realizados em 31 amostras de carcinomas
basocelulares oriundas de 24 pacientes, sendo 13 do sexo feminino e 11 do sexo masculino.
A idade variou de 33 a 88 anos e a maioria apresentava mais de 70 anos a época da exérese.
O local preferencialmente atingido pelas lesdes, assim como nos dois tipos patologicos
anteriores, foi a face (80%).

Os resultados da leitura das laminas estdo apresentados na tabela 7. Dezesseis
carcinomas basocelulares (51,6%) foram nitidamente positivos no nucleo, doze dos quais
com marcagdo média ou forte € um com a maior densidade detectada no presente estudo
(88%). Entretanto, o nivel de expressdo nio foi alto no grupo, com somente dois casos, B89
3855 e B89 2327 (Fig.11), atingindo o valor maximo. Apenas quatro amostras apresentaram
reagdo fraca com menos de 25% das células do corte coradas e trés exibiram focos de células
positivas. Um espécime (B91 4002 A) revelou nicleos nas margens cirirgicas também
marcados e outro (B89 2327) tinha algumas células da epiderme coradas (Fig.12).

Imunorreagio positiva no citoplasma foi vista em cinco casos (16,1%) e outros
nove apresentaram essa marcagao em pequenos grupos de células. Em dois deles, B89 2812
B e B93 265, o sinal ocorreu em mais de 50% das células da camada basal e apresentou

intensidade forte (Figura 13, caso B93 265).

I114. Lesdes multiplas

Dentre os casos examinados, 59 foram referidos como lesdes multiplas, dos
quais 15 eram ceratoses, 22 eram carcinomas espinocelulares e 22 eram epiteliomas. No
total, haviam 36 pacientes que manifestavam 117 diferentes tumores de pele (tabela 8), 59

analisados e 58 ndo analisados.

Entre as lesdes multiplas analisadas, puderam ser distinguidas aquelas

constituidas de tipos patologicos diferentes, presentes na mesma regido do organismo, de

tipos e regides do corpo distintos e, finalmente, de mesmo tipo, embora localizadas em
regides diferentes.

A detecgdo imunohistoquimica da proteina p53 nesses casos mostrou
resultados completamente negativos nas amostras dos pacientes de nimero 8 e 21. Nos

demais, como pode ser observado na tabela 8, os dados foram encontrados em varias
54
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combinagdes. Assim, puderam ser observadas, em lesdes distintas, marcagdes concordantes
quanto ao tipo, se positiva (pacientes 16, 23. 30 e 32) ou negativa (paciente 3, 8 e 21), e
quanto a localizagdo (paciente 2, 16, 23, 30, 32 e 33). Foram igualmente detectadas
discordancias em relagdo aos mesmos parametros (pacientes 3, 5, 6, 7, 12, 14, 16, 17, 23, 25,
30 e 33). Os tumores de tipos patologicos idénticos no mesmo paciente ndo revelaram

qualquer tendéncia a similaridade de imunorreagdes (pacientes 3, 17, 23, 30 e 33) e, do

mesmo modo, condigdes histologicamente diversas quase sempre exibiram resultados

diferentes (pacientes 3, 5, 6, 7, 12, 14, e 25).
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Tabela 7. Imunorreagdo da proteina p53 detectada pelo anticorpo PAb 1801 em
31 carcinomas basocelulares. (F: forte, M: média, f: fraca).

Imunorreacio
Amostra nuclear citoplasmatica
tipo nivel de densidade
expressiao (%)

Face
B89 1030 +(f) 1 7%
B89 1449 focal
B89 1561 -
B89 1843 B +M) 44%
B89 2764 B +(f) 19%
B89 2812 A +M) 39%
B89 2812 B +HM) 39%
B89 3161 +(F) 88%
B91 430 A -
B91 489 +(M) 8%
B91 1531
B91 1655
B91 2266
B91 4002 A
B92 601
B92 6450 B
B93 265
B93 314 B
B93 1718 A
B93 2761
B93 2849 C
B93 3493 A
B89 3855
B93 4889 B
B93 5160 B
Membros
B93 2322C
B93 2359 A
Torax
B93 53 A*
Pescoco
B89 2327 +(F)
B91 5457 B +HM)
B92 6370 -

* lesdo nao exposta ao sol
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Figura 11. Carcinoma basocelular (caso B89 3855). (A) mostrando forte
imunorreag¢do nuclear e nivel de expressdo 4. 100x. (B) detalhe da
marcagdo nuclear. 400x.
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Figura 12. Carcinoma basocelular (caso B89 2327) mostrando: (A) forte
imunorreagdo nuclear nas areas afetadas pela neoplasia (setas a), bem
como em algumas células da epiderme (setas b). 250x. e (B) detalhe da
regidao neoplasica. 400x.
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Figura 13. Carcinoma basocelular (caso B93 265) exibindo: (A) forte reagdo
citoplasmatica em mais de 50% das células da camada basal. 250x. ¢ (B)
detalhe da marcagéo no citoplasma. 400x.
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Tabela 8. Lesdes multiplas nos pacientes estudados e detecgdo imunohistoquimica da proteina p33 (F: face, M:
membros, T: torax, P: pescogo, D: desconhecido). (n: nicleo, c: citoplasma. fo: focal).

Paciente

Ceratose
solar/local/pS3

Carcinoma
espinocelular/local/pS3

Carcinoma
basocelular/local/p53

Lesées de pele nio
analisadas (n°)

B89 807/F/n
B89 1006/M/c
B92 6449A/F

B93 2089/D
B93 2322A/M/c
B93 2359B/M/n
B93 3493B/F
B93 3504C/M
B93 3669/M
B93 3897/F/foR
B93 4071/F
B93 4889A/F
B93 5006/F
B93 5160C/F
B93 5605/T/fo™

B89 629/M/fo¢
B93 234 A/F
B93 234 B/F/fo®n

B93 2322B/M

B93 3504B/M

B89 1807B/F/n
B89 1904A/F/n
B91 1186/T
B92 6392/M/fon
B93 165/F/n
B93 221/Tfo
B93 277A/F
B93 287/F/n
B93 1830/M/foll-€
B93 2662/F/n
B93 3640/F/n
B93 2329A/F
B93 2849B/F/n
B93 3014B/F/n
B93 3271/F/fo?
B93 3498/F/n
B93 3723/foC

1

B93 2322C/M/n
B93 2359 A/M
B93 3493A/F/n

B93 4889B/F/fo"
B93 5160B/F/n

B89 3855/T/n

B92 6450B/F

B93 2849C/F

B89 1030/F/n
B89 1449/F/fon-
B91 1655/F

B91 5457B/P/n
B89 2764B/F/n
B89 2812A/F/n
B89 2812B/F/n,c
B91 430A/F

B91 1531/F/fo€
B91 2266/F

B91 4002A/F/n
B93 53 A/T/foC
B93 265/F/n,c
B93 314B/F/fol-C

unesp

6 7
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IV. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi investigada, através de métodos imunohistoquimicos,
a expressdo do gene TP53 em 30 amostras de ceratose solar, 31 de carcinoma espinocelular e
31 de carcinoma basocelular.

Todos os pacientes eram caucasoides, com exce¢do do caso B93 2005, que
apresentava pele de cor parda. Tal achado esta de acordo com a proposi¢do bem conhecida
de que o pigmento melanina tem efeito protetor contra a agao dos raios ultravioleta do sol
(Kobayashi et al.,1993), principalmente em individuos que exercem atividades sem qualquer
tipo de cuidado em relagdo a radiagdo solar. Nao surpreende, portanto, o fato de que a
maioria das neoplasias analisadas proveio de regides desprotegidas do organismo, em
especial da face e dos membros. Apenas nove amostras eram representadas por lesdes em
areas do corpo ndo expostas ao sol. Além disso, ja esta estabelecido que os individuos de
pele branca, principalmente aqueles com olhos azuis e cabelos loiros ou vermelhos,
apresentam risco maior de desenvolvimento de neoplasias cutdneas (Karagas, 1994;
Hashimoto & Mehregan, 1991).

Foram analisadas amostras de 35 homens e 46 mulheres e, portanto, o sexo
masculino apresentou menor frequéncia, quando comparado com o sexo feminino. Da
mesma forma, considerando apenas os tumores, foram estudadas 53 lesdes procedentes de
individuos do sexo feminino e 39 do sexo masculino. Embora essa diferenga ndo seja

aparentemente significativa, contradiz os dados de Karagas (1994), que mostram os tumores

ndo melanociticos como mais frequentes em homens. E necessario ressaltar que a

preocupagdo do presente estudo ndo foi avaliar a incidéncia dos tumores de pele e, portanto,
a obtengdo da amostra ndo seguiu critérios completamente aleatérios. Além disso, o seu
pequeno tamanho pode também ter contribuido para tal divergéncia.

O tipo mais frequente de cancer na populagdo humana é representado pelos
tumores de pele estudados. Embora raramente fatais, alguns deles sdo responsaveis por alta
morbidade e, se ndo tratados, por desfiguramento sério e, em alguns casos, por metastase e
morte. Portanto, torna-se necessaria a avaliagdo criteriosa da populagdo para a detecgdo
desses portadores, principalmente em localidades com alta incidéncia solar. Relativamente
poucos estudos epidemioldgicos tém sido realizados com esses tipos de lesdes, mas sabe-se
que os pacientes de neoplasias cutineas apresentam um risco aumentado de desenvolvimento

de outras lesdes, principalmente do mesmo tipo histologico e em pessoas claras que sofreram

61
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exposi¢des importantes ao sol (Karagas, 1994). De fato, no presente trabalho, 68% das

amostras analisadas eram constituidas por processos multiplos, ou seja recorrentes.
Independentemente do tipo de lesdo, a idade da maioria dos pacientes estava

acima dos 60 anos. Esse dado é compativel com a exposig@o aos raios ultravioleta do sol, por

varios anos, podendo resultar no acimulo de lesdes no DNA das células cutaneas e, assim,

desencadear o processo neoplasico (MacKie, 1993; Sage, 1993). E importante ressaltar

também a dificuldade em identificar outros agentes, além dos raios UV, genotdxicos ou ndo,
a que os individuos idosos foram expostos ao longo de suas vidas. Alguns deles podem ter
contribuido para o surgimento dessas lesdes, uma vez que a pele é o 6rgdo mais exposto ao
ambiente externo. Outro fator importante a ser considerado em idosos ¢ a deficiéncia da
capacidade de reparo do DNA, o que aumentaria a probabilidade de manuteng@o das lesdes
causadas pela luz UV (Wei et al., 1993). Entretanto, uma relagdo direta entre idade avangada
e mecanismos de reparo alterados ndo pode ser feita, pois resultados de pesquisas sobre o
assunto sdo contraditorios (Wamner & Price, 1989). Independente do fator idade, alguns
individuos podem ser portadores de alteragdes desse tipo. Hashimoto & Mehregan (1991)
levantam a possibilidade de populagdes que viveram em ambientes pouco ensolarados terem
sido submetidas a um relaxamento da sele¢do natural e, entdo, de seus descendentes
revelarem predisposi¢do ao cancer de pele. A favor dessa idéia, esta o fato de que pacientes
jovens com carcinoma basocelular, que ¢ tipico da idade avangada, apresentam algumas
vezes deficiéncia de reparo de DNA (Wei et al., 1993). Seria interessante testar essa hipotese
com os trés individuos portadores de lesdes cutaneas estudados que tém idade inferior a 35
anos (B93 2410, B93 3107, B92 601).

Como ja discutido anteriormente, as lesdes produzidas pela luz UV no DNA
correspondem, principalmente, aos dimeros de pirimidina e ao (6-4) fotoproduto, ha muito
observados em bactérias (Wood et al., 1984) e em células de primatas (Protic-Sabljii et al.,
1986) apos irradiagdo. Mais recentemente, essas lesdes foram detectadas em genes
envolvidos com a carcinogénese cutanea. Por exemplo, fotoprodutos ja foram mapeados em
ambas as cadeias dos exons 5-9 do gene TP53 em células humanas irradiadas (Tornaletti ef
al.,1993), bem como as consequentes transigdes CC—TT, consideradas marcadores do
agente mutagénico em questdo (Nakazawa et al., 1994). O mesmo foi observado em tumores
cuténeos induzidos por UV em roedores (Kanjilal ez al., 1993). Aparentemente essas lesdes
ocorrem com maior frequéncia em certos pontos do genoma. Em neoplasias humanas,

algumas regides do gene TP53 (exons 5-8) sdo preferencialmente mutadas pela agdo da luz
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solar, sendo que a grande maioria das alteragdes sdo representadas por transigdes C—T
(Brash et al., 1993; Ziegler et al., 1993; Rady et al., 1992, Moles et al., 1993a; McNutt et
al., 1994). Mutagdes semelhantes sdo relatadas também nos oncogenes RAS, especialmente
nos codons 12, 13 e 61 do HRAS e KRAS, embora os dados existentes sejam divergentes,
tanto em relagdo aos genes da familia RAS, como aos cédons envolvidos e as frequéncias de
mutagdes observadas (Rossit, 1995). E conveniente citar que os dimeros de pirimidina nesses
casos parecem ser seletivamente removidos de genes transcricionalmente ativos (Ruven ef
al., 1993), o que pode ser responsavel pela presenga de fotodanos e ativagdo de certos
oncogenes silenciosos (Venema et al., 1990).

O principal objetivo do presente trabalho foi a avaliagdo da expressdo do gene
TP53 em lesdes de pele, através de técnicas imunohistoquimicas. O gene TP53 vem sendo
intensamente estudado nos ultimos anos em virtude da sua importancia no controle do ciclo
celular normal e da frequente ocorréncia de formas mutantes e de acamulo do seu produto
em quase todos os tipos de neoplasias até hoje investigados (Nigro ef al., 1989; Bartek et al.,
1990,1991,1993; Hollstein et al., 1991; Donehower & Bradley, 1993). Como a proteina p53
esta normalmente presente nas células em baixas concentragdes e tem vida média muito
curta, seu acumulo reflete alteragdo conformacional e possivelmente mutagdo génica ou
estabilizagdo por uma das vias do metabolismo celular (Lane & Benchimol, 1990).

Existem muitas variantes técnicas em imunohistoquimica que podem ser
utilizadas no estudo da p53. Essas alternativas vdo desde a disponibilidade comercial de
diversos anticorpos até os métodos de detecgdo e a revelagdo da reagdo. Entre os métodos de
detecgdo, o mais utilizado é o da peroxidase-antiperoxidase (PAP) e do complexo avidina-
biotina (ABC). Outras enzimas como a fosfatase alcalina e a oxidase da glucose sdo também
uteis em circunstancias especiais e para reagdes multiplas. Como revelador, o cromégeno
diaminobenzidina ¢ o mais empregado pois, embora carcinogénico, € o que apresenta melhor
resolugdo, lenta degradagdo da cor pelo tempo e adequag@o para montagem de rotina. Podem
ainda ser utilizados como cromdgenos auxiliares do DAB, o clorito de cobalto ou o cloreto

de niquel e o tetroxido de dsmio (Batifora, 1992).

E importante ressaltar que a sensibilidade do método depende de varios fatores.

Os mais importantes sdo a concentragdo e a avidez do anticorpo, tempo de incubagdo com o
anticorpo primario, a qualidade de preservagdo dos antigenos e sua distribui¢do na amostra, e
a sensibilidade do sistema de detec¢do. Tendo em vista a complexidade, a eficiéncia de

detecgdo deve, portanto, ser ajustada de modo a otimizar cada um desses fatores. A
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concentragdo do anticorpo deve ser adequada, por exemplo, para permitir um nivel
compativel com alta marcagdo e baixo background (McNutt et al., 1994). Além disso
existem algumas técnicas adicionais que visam aumentar a sensibilidade através da
recuperagdo dos antigenos. A mais difundida ¢ o tratamento com proteases (tripsina ou
pepsina) anterior a incubagdo com o anticorpo primario. Recentemente foi descrita a técnica
que utiliza o tampio citrato e choque térmico, com microondas, antes do tratamento com o
anticorpo primario. Além disso, é citada a sua utilizagdo em associagdo com as proteases

(Shi et al.,1991; Campani et al., 1993).

E possivel reconhecer dois padrdes de marcagio imunohistoquimica em

amostras de pele, um apresenta coloragdo homogénea dos nucleos dos queratindcitos por
toda a epiderme, sugerindo mutagdes. O outro padrdo, ao contrario, pode apresentar reagdes
em grupos isolados de células que, muito provavelmente, ndo refletem mutagdo e sim
representam formas estabilizadas da proteina normal, em células sob condigdes fisiologicas
alteradas (Mc Gregor et al., 1993). Entretanto, a maioria dos trabalhos ndo cita essas
diferengas e, em geral, o que se encontra na literatura sdo apenas referéncias de marcagdes
positivas para a p53 nas amostras em que ocorre imunorreagdo. Os dados resumidos na
tabela 9 vaniam de 0 a 74% em ceratoses (Gusterson et al., 1991; Sim et al., 1992), de 0 a
80% em carcinomas espinocelulares (Molés et al., 1993b; Nagano et al., 1993) e de 0 a 92%
em epiteliomas (Gusterson et al., 1991; Ziegler et al., 1993). Os resultados ora obtidos
revelaram imunorreagdo positiva em 32 amostras estudadas (35%), contra apenas 12 casos
(13%) apresentando reagdes nucleares focais, 0 que sugere a ocorréncia de mutagdes no gene
TP53 no primeiro grupo. Realmente, o grau de correlagdo entre expressdo aumentada e
mutagdes tem sido alto em varios estudos (Iggo et al., 1990; Davidoff et al., 1991; Hollstein
et al., 1991) mas baixo em outros (Mercer et al., 1985; Kastan et al., 1991; Stretch et al.,
1991; Hall et al., 1993; Ziegler et al., 1993). No entanto, como ressalta o editorial de
Wynford-Thomas publicado em 1992 e Greenblatt ef al. (1994), varios aspectos precisam ser
considerados na analise dos dados imunohistoquimicos, ndo sendo a relagdo entre a detecgéo
da proteina e a ocorréncia de uma mutagdo tao direta ou simples.

Resultados imunohistoquimicos negativos, por exemplo, podem ocorrer em
diferentes situagoes, tais como:
a) ambos os genes TP53 ndo estdo presentes no genoma, ou seja, a proteina ndo é

sintetizada.
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b) a proteina apresenta-se na forma estabilizada, mas em concentragdes tdo baixas que
impossibilitam sua detecgao através dos métodos empregados.
¢) a configuragdo da proteina p53, sintetizada a partir de um gene mutado, ¢ de tal forma
aberrante que ndo permite seu reconhecimento pelo anticorpo.

Resultados positivos igualmente falsos podem ocorrer se a proteina normal ¢é
de alguma maneira acumulada nas células em concentragoes mais elevadas que o normal (Ro
et al., 1993). O mecanismo para tal estabilizagdo ¢ ainda desconhecido mas talvez resulte da
interrupgdo do processo de degradagdo normal da proteina (Wynford-Thomas, 1992). Nesse
aspecto, ¢ importante ressaltar que a identificagdo da proteina p53 foi uma consequéncia
direta da sua associa¢do com o antigeno T do virus SV40 (Lane & Benchimol, 1990; Levine
et al., 1991). O genoma desse tipo de virus, bem como de alguns outros, codifica proteinas
que se ligam a p53, inativando-a. Muitas vezes, tal ligagdo conduz a estabilizagdo direta da
proteina normal. Em outros casos, a proteina viral pode agir sobre a p53 promovendo sua
degradagdo mais rapida, como no caso do HPV (Scheffner ef al., 1990).

Uma vez que as proteinas virais sdo capazes de interagir com a p53 e
estabiliza-la, é provavel que existam vanas proteinas celulares com fungdes semelhantes. O
produto do gene MDM-2, por exemplo, interage diretamente com a proteina p53, também
inativando-a funcionalmente e participando das suas vias autorregulatorias. Em sarcomas, a
expressdo elevada desse gene ¢ acompanhada da inativagdo da proteina p53 normal. Isso
significa que o seu produto, ligado a p53, pode estabiliza-la, embora evidéncias para esse
fenomeno ainda ndo existam (Hall & Lane, 1994).

Alteragdes em outros genes além do MDM-2 também devem estar envolvidas
no processo. Um deles, o WAF1/CIP1, atua em etapas posteriores ao TP53 nas vias de
controle do ciclo celular e ¢ regulado por ele. Ndo seria surpresa que na auséncia da
atividade normal desse efetor, o TP53 teria sua expressio elevada e a proteina
correspondente poderia se acumular (Greenblatt ef al., 1994).

Outra possivel explicagdo para a presenga de pS3 em concentragdes elevadas,
sem mutagdo do gene, foi referida por Moll ef al. (1992) em um estudo de céncer de mama.
Os autores descreveram que 37% dos tumores analisados exibiam intensa coloragdo
citoplasmatica quando avaliados imunohistoquimicamente, indicando, portanto, exclusdo
nuclear da proteina. O sequenciamento do gene em sete desses tumores revelou que seis ndo

apresentavam qualquer tipo de mutagdo. Os autores sugeriram que, em alguns casos, 0

produto génico, embora sem altera¢do estrutural, pode estar inativado funcionalmente porque
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permaneceu no citoplasma e, dessa forma, ndo atingiu seu sitio de a¢do no nucleo celular. Os
mecanismos pelos quais isso ocorre ndo foram estabelecidos mas foi proposto que a proteina
mdm 2 pode estar envolvida no processo.

Nas ceratoses solares analisadas foi detectada a presenga nuclear da proteina
em 16,6% das amostras, que exibiram de 5 a 75% das células da lesdo com marcagdo. Os
dados da literatura sobre ceratose solar (Tabela 9) relatam desde 0% dos casos positivos apos
a utilizagdo de cinco anticorpos diferentes até 73,3% deles exibindo imunorrea¢do com o
anticorpo CM1 (Gusterson et al., 1991; Mc Gregor et al., 1992; Sim et al.,1992; Ro et al.,
1993; Nagano et al., 1993; Taguchi et al., 1994). E provavel que essa diferenca resulte das
diversas metodologias e anticorpos empregados pelos varios autores, além das diferengas
entre as proprias amostras.

Embora o nimero de casos de ceratose solar examinados seja limitado, os
dados indicam que a p53 esta envolvida em um dos passos iniciais da carcinogénese cutinea,
provavelmente através de mutagio génica e consequente perda de atividade. De acordo com
essa idéia estdo os resultados de Taguchi er al. (1993), que relatam a presenca de marcagido
imunohistoquimica positiva em espécimens com mutagdes confirmadas através da analise

dos polimorfismos conformacionais de fita simples aplicada sobre os produtos da rea¢do em

cadeia da polimerase (PCR-SSCP). E evidente que os dados do presente estudo necessitam

dessa confirmagdo por SSCP e posteriormente por sequenciamento de DNA, porém
constituem um forte indicio de modificagdo da proteina. E importante ressaltar o carater pré-
maligno da ceratose solar, predisponente a carcinomas espinocelulares, e da possibilidade de
malignizagdo incipiente em alguns dos casos.

Em relagdo aos carcinomas espinocelulares estudados, foram encontradas
marcagoes nucleares em 35,5% das amostras, com densidades variando de 9 a 56%. Como
pode ser visto na Tabela 9, também nesse tipo patologico existe pouca concordancia entre os
dados dos diversos pesquisadores. A literatura registra desde 0% (Moleés et al., 1993b) até
60% (Kerschmann et al., 1994) ou 80% (Nagano ef al., 1993) de casos positivos. Essa
grande diferen¢a deve-se, do mesmo modo que entre as ceratoses, a utilizagdo de diferentes
anticorpos, de diferentes padronizagdes da técnica e, principalmente, de diversos critérios de
avaliagdo das laminas. Outro aspecto deve ser a qualidade das amostras, consequente de seu
processamento inicial, como a fixagdo do tecido. e que leva, muitas vezes, a resultados
divergentes. Além disso, em alguns casos, o teste imunohistoquimico é realizado em

preparagdes frescas que também pode ter implicagdes no resultado final da analise
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(Barbareschi et al., 1992; Shea et al., 1992; Helander et al., 1993). No presente estudo,
entretanto, o acimulo nuclear da proteina p53 parece realmente relacionado com o carater
maligno da lesdo, uma vez que foi muito mais frequente que nas ceratoses solares, que € o
processo benigno correspondente. Essa proposi¢do esta de acordo com os dados de Ro ef
al (1993) que sugerem que as mutagdes do gene TP53 podem estar envolvidas na progressao
das lesdes malignas da pele. Em seu trabalho, os autores relatam uma proporgdo significante
de lesdes displasticas com positividade intermediaria entre aquelas obtidas em lesoes
benignas e malignas. A observagdo de marca¢do em apenas 3% dos melanomas sugere que,
embora a detec¢do da proteina p53 seja um evento frequente em lesdes malignas, ndo esta
diretamente relacionada com o fenotipo maligno ou potencial metastatico. Ao contrario,
outros pesquisadores ressaltam que as mutagdes do gene TP53 ndo representam
necessariamente um evento tardio na carcinogénese e que nao estdo restritas as lesdes
malignas invasivas. A literatura registra positividade de at¢é 80% em ceratoacantoma
(Kerschmann et al., 1994) e 94% em poroqueratose (Magee ef al., 1994). No entanto, entre
os melanomas analisados, apenas um autor registra baixa frequéncia de marcagdo positiva
(Ro et al., 1993), enquanto que a maioria dos autores consideram-na um evento tardio na
carcinogénese. Também Baas ef al. (1994), verificaram que as mutagdes no gene TP53 sdo
raras em adenomas colorretais quando comparadas com a alta ocorréncia desse evento nos
carcinomas. Por outro lado, Nagano ef al. (1993) sugerem que, na tumorigénese cutinea,
pode ser um dos passos iniciais, visto que foi observada uma alta porcentagem nas ceratoses
analisadas.

No dltimo grupo analisado, dos epiteliomas basocelulares, a positividade
nuclear encontrada compreeendeu 51,6% dos casos estudados. Esse resultado esta muito
proximo dos obtidos por alguns autores, que relatam valores de 45% (Campbell er al.,
1993b), 46% (McGregor et al., 1992) e 48% (Barbareschi er al., 1992). No entanto, na
Tabela 9, pode ser observado que os resultados de maneira geral sdo bastante heterogéneos,

variando de 0% (Gusterson et al., 1991; Moles et al., 1993b; Helander et al., 1993) até 83%

(Shea et al., 1992). E importante ressaltar que, nesse grupo patolégico, a porcentagem da

area total do corte bem como a densidade de marcagdo mostraram os valores mais elevados
do presente estudo, entre os quais os do caso B89 3161, em que foram registrados 88% de
células positivas nas regides de intensa reagdo. Novamente, a diferenca vista em relagio as
lesdes benignas sustenta a hipotese do acumulo da proteina p53 estar relacionado com o

processo tumorigénico e provavelmente refletir uma mutagio génica.
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Tabela 9. Dados imunohistoquimicos da proteina pS3 em amostras de ceratose solar e de carcinomas
(CA) baso e espinocelulares.(NR: nao-referido).

Tipo patolégico

Anticorpos

Resultados
+/total(%)

Critérios de
positividade

Localizacio
intracelular

Autores

Ceratose solar

CA espinocelular

CA basocelular

JG8, CM-1, 1801
CM-1

CM-1

DO7

CM-1

1801, DO7

1801

JG8, CM-1, 1801
CM-1
1801

CM-1
DO7
421
1801
CM-1
CM-1
DO7
1801
CM-1

1801
BP53-12-1

1801

JG8, CM1, 1801
1801, DO7
CM-1

1801

240

DO7

DO7

421

1801

CM1

CM1

CM1

DO7

1801

1801

0/12 (0%)
5/9 (55%)
28/31 (74%)
3/14 (21%)
11/23 (48%)
6/27 (22%)

5/30 (17%)
4/30 (13%)
3/20 (15%)
11/22 (50%)
30/59 (51%)
2/59 (3%)
6/23 (26%)
15/27 (55%)
7/16 (44%)
7/16 (44%)
7/16 (44%)
0/10 (0%)
0/10 (0%)
1/10 (10%)
4/5 (80%)*
15/47 (32%)
12/20 (60%)
16/26 (61%)

11/31 (35%)
1/31 (3%)
0/10 (0%)

13/27 (48%)

14/24 (46%)

30/36 (83%)

21/36 (58%)

9/20 (45%)

11/26 (42%)
1/7 (14%)
0/7 (0%)
1/7 (14%)

23/25 (92%)

2/14 (14%)

2/14 (14%)
0/14 (0%)

16/31 (52%)
5/31 (16%)

NR
fraca ou forte
NR
NR
>5%

NR

>5%

>5%

NR
fraca ou fortc

NR

NR
>5%
fraca ou forte
fraca ou forte
fraca ou forte
NR
NR
NR
NR
NR
>2%
<25 a>75%

>5%
>5%

NR
<10% a >50%
fraca ou forte
>1%
>1%

NR
>5%
fraca ou forte
fraca ou forte
fraca ou forte
>80%
NR
NR
NR

>5%
>5%

nuclear
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear

nuclear
citopl.
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear e citopl.
nuclear
nuclear
nuclear e citopl.
nuclear
nuclear e citopl.

nuclear
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear

nuclear
citopl.
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear
nuclear
citopl.
citopl.
nuclear
nuclear
nuclear

nuclear
citopl.

Gusterson er al., 1991
McGregor et al., 1992
Simetal., 1992
Roetal., 1993
Nagano et al., 1993
Taguchi ef al., 1994

Presente trabalho

Gusterson et al., 1991
McGregor et al., 1992
Stephenson et al., 1992

Slater et al., 1992
Roeral., 1993
Helander et al., 1993
Helander et al., 1993
Helander et al., 1993
Molés et al., 1993a
Molés et al., 1993a
Molés et. al., 1993a
Nagano et al., 1993
Nagano et al., 1993
Kerschmann et al., 1994
Oram et al., 1994

Presente trabalho

Gusterson et al., 1991
Barbareschi ef al.. 1992
McGregor et al., 1992
Shea et al., 1992

Shea et al., 1992
Campbell e al., 1993b
Roeral., 1993
Helander er al., 1993
Helander et al., 1993
Helander ef al., 1993
Ziegler et al., 1993
Molés et al., 1993a
Molés et al., 1993a
Molés et al., 1993a

Presente trabalho

*paciente XP

4 5 6
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No presente estudo foram analisadas 39 lesdes multiplas provenientes de 16
pacientes. Foi constatada a variedade de combinagdes nesse grupo de tumores, tanto em
relagdo ao tipo patologico quanto a localizag@o das neoplasias no corpo. Foram observadas
reagdes positivas e concordancia de tipos em apenas trés pacientes, enquanto que resultado
negativo no mesmo tipo de lesdo s6 foi obtido em um paciente. Quanto a localizagao dos
tumores, como era esperado, houve maior concordancia, sendo que nove pacientes
apresentaram essa caracteristica. Realmente, a grande maioria dos tumores estava localizada
na face e, portanto, ndo surpreende o fato da localizagdo apresentar maior grau de
concordincia. Por outro lado, as discordancias entre os mesmos parametros foram
constatadas em 12 pacientes. Assim, ndo pode ser sugerida nenhuma correlagdo entre
imunorreagdes, positivas ou negativas, € o carater multiplo dessas lesdes. O paciente 25, por
exemplo, apresentou tipos patolégicos distintos (B93 2849 B e C), ambos localizados na face
e, portanto, expostos aos mesmos fatores etiologicos externos, que apresentaram resultados
imunohistoquimicos diferentes, ao passo que a paciente 32 (casos B89 2812 A e B), sob
condigdes idénticas mostrou resultados semelhantes. Mais divergente ainda foram os
resultados do paciente 30, do qual foram analisadas quatro amostras de mesmo tipo
patologico, sendo trés oriundas da face, e apenas duas mostraram resultados positivos.

Dos catorze casos com analise citogenética prévia incluidos na amostra, apenas
cinco carcinomas basocelulares (B89 1561, B89 1843 B, B91 489, B89 2812 B e B91 430
A) eram portadores de algum tipo de alteragdo envolvendo o cromossomo 17, alteragdes
essas ndo clonais e observadas em apenas algumas das células analisadas. Os trés primeiros
exibiam monossomia desse cromossomo e 0s outros dois mostraram as translocagdes
t(11;17)(p11-12;p12-13) e t(16;17)(q24-ql1), respectivamente (Oyama, 1991; Pavarino,
1993). Trés desses cinco casos (B89 1843 B, B89 2812 B e B91 489) apresentaram

imunopositividade nuclear para a proteina p53 e nos demais ndo foi observada qualquer

alteragdo imunohistoquimica. Visto que o gene TP53 encontra-se localizado no brago curto
do cromossomo 17 (Isobe et al., 1986), seria esperado que, nas amostras em que foi citada a
perda desse cromossomo, o resultado fosse negativo, pois somente um gene do par estaria
presente no genoma € a expressdo seria insuficiente para detec¢do imunohistoquimica.
Curiosamente, dois desses casos apresentaram acimulo da proteina. Ja nas amostras com
translocagdo, desde que o brago curto sofresse rearranjo (caso B89 2812 B), ndo
surpreenderia um resultado positivo. Entretanto, como o quadro citogenético ndo revelou um
clone celular com alteragdo do cromossomo 17 e, mais provavelmente, fosse decorrente de
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instabilidade genética com aberragdes presentes em apenas uma célula, ndo € inesperada a
auséncia de relagdes entre os achados cariotipicos e imunohistoquimicos.

Uma questdo importante que deve ser ressaltada refere-se a heterogeneidade
dos tumores, ou seja, a existéncia de diferentes populagdes celulares em uma unica lesdo.
Desde que os tumores primarios podem exibir clones que apresentam propriedades
biologicas diferentes, tais como caridtipo, taxa de crescimento e capacidade metastatica
(Kanjilal er al., 1993), a expressdo da proteina pS53 também deve constituir um fator de
diferenciagdo desses clones. Como ressaltam Hall & Lane (1994), o ambiente celular pode
ser determinante da estabilidade da proteina p53 e seu aciumulo refletir mais as condigdes da
célula tumoral do que a estrutura intrinseca da proteina ou mutagdes génicas. Outra
explicagdo seria que a p53 adquire diferentes conformagdes durante o processo de
diferenciagdo de queratinocitos normais (Spandau, 1994), e que os tecidos que apresentam
intensa proliferagao celular exibem simplesmente o acimulo da proteina p53 normal,
detectavel através de técnicas imunohistoquimicas (Gorgoulis ef al., 1994).

O nuamero de células com expressio aumentada de p53 € outro aspecto
importante a ser considerado em um estudo imunohistoquimico. Varios padrdes distintos de
expressdo tém sido definidos, independentemente do 6rgado afetado ou do tipo patologico.
Assim, em muitos tumores, a maioria das células apresenta acumulo de proteina e é
frequente a concomitante coloragdo intensa nesses casos. Ao contrario, outros tumores
apresentam niveis varidveis de expressdo e, algumas vezes, somente pequenos grupos de
células coradas. Alguns autores acreditam que esses fendtipos contrastantes podem refletir
bases biologicas diferentes (Hall & Lane, 1994). Por exemplo, a ocorréncia de pequenos

grupos de células intensamente positivas ndo parece estar relacionada com anormalidades

moleculares do gene TP53. Pode representar, mais provavelmente, a agdo do "sistema p53",

no qual a proteina normal acumula-se em resposta a erros genéticos que ocorrem em maior
frequéncia no tumor, em comparagéo ao tecido circundante normal. Ao contrario, a presenga
de forte coloragdo na maioria das células esta geralmente associada a mutagdes (Baas ef al.,
1994). Nos carcinomas baso e espinocelulares, presentemente estudados, com padrdes
distintos de intensidade de imunorreagdo, nenhum dos onze casos (seis espino e cinco
basocelulares) com forte marcagao apresentou densidade de células coradas menor que 26%,
sendo aquelas com reagdo de intensidade fraca, portadoras de, no maximo, 5 a 26% das

células da lesdo.
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Nesse ponto convém citar que alguns fatores podem levar ao aumento
transitorio de expressdo da p53. Pelo menos um deles ¢ bem conhecido e presente em
condigdes fisiologicas normais, a luz UV. Realmente, experimentos com pele normal
irradiada in vivo, realizados por Campbell et al. (1993a) e Hall et al. (1993), demonstraram,
com técnicas imunohistoquimicas, aumento da expressdo do gene TP53 resultante da agdo
dos raios UV. Resultados semelhantes foram observados em células tumorais, onde foi
observada a produgdo elevada da p53 normal, que indicariam a apoptose, a supressido da
proliferagdo celular e a indugdo da diferenciagdo, como alguns dos padrdes da atividade
normal da proteina nessas células. Outros autores detectaram, ainda, niveis aumentados da
proteina em resposta a aplicagdes topicas de agentes irritantes da pele, como dodecilsulfato
de sodio (SDS), acido retindico e propileno glicol (Healy et al., 1994).

No presente estudo, foram analisadas 81 lesdes expostas e apenas 9 ndo
expostas e todos os casos com imunorreagdo nuclear positiva estavam localizados em areas
do corpo expostas ao sol. Esse resultado ja era esperado, pois os raios UV constituem um
dos fatores etiologicos mais importantes no desenvolvimento dessas neoplasias (Diffey,
1987; Brash et al., 1991). Ja foram localizados no gene TP53 seus produtos mais frequentes,

os dimeros de pirimidina, com correspondente detecgdo imunohistoquimica da respectiva

proteina (Campbell et al., 1993b; Hall et al, 1993). E possivel que a detecgio

imunohistoquimica da p53, observada no presente trabalho, esteja relacionada a mutagdes
induzidas por raios UV, como ¢ referido em alguns artigos ja citados (Oram et al., 1994;
Nagano et al., 1993; Taguchi et al., 1993).

Dentre os casos de ceratoses estudados, foram observadas quatro amostras com
imunorreagdo citoplasmatica da proteina p53, sendo que em nenhuma delas foi detectada
reagdo nuclear. Dessas, duas eram provenientes de areas do corpo ndo expostas a luz solar
(casos B89 1006 e B93 1829), uma localizada na regido cervical e outra na perna. Exemplo
semelhante foi observado nas amostras de carcinomas espinocelulares, com apenas um caso
de imunorreagdo citoplasmatica e origem em area do corpo ndo exposta (B93 179), ao
contrario dos epiteliomas com cinco casos de marcagdo citoplasmatica, todos provenientes
de areas do corpo expostas. Seria importante a realizagdo de estudos adicionais nesses casos
para avaliagdo da presenga de mutagdes génicas ou ainda a realizagdo de testes
imunohistoquimicos com outros anticorpos para investigagdo de proteinas que poderiam

estar complexadas a p53.
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De maneira geral, poucos autores citam com relevincia a imunorreagao
citoplasmatica em seus trabalhos. Por exemplo, Rodrigues ef al. (1990) e Martin et al.
(1992), em estudos com tumores do trato digestivo, apenas referem a ocorréncia dessa
marcagio mas ndo a considera na analise final. O mesmo pode ser observado no trabalho de
Casey et al. (1993), que investigaram células pancreaticas em neoplasias e em inflamagdoes
do érgdo em relagdo a existéncia de mutagdes no gene TP53. Esses autores citam o
aparecimento de coloragdo citoplasmatica fraca em varios casos, que também ndo foi
considerada a menos que estivesse presente a marcagao nuclear. Em um estudo com tumores
de figado, foram observadas aproximadamente 50% das amostras com positividade
citoplasmatica, tanto nas células neoplasicas como em alguns hepatocitos normais. Nesse
caso, a interpretagdo sugerida foi a possivel ligagdo entre a proteina p53 mutante € uma das
proteinas da familia hsp 70 (Choi et al., 1993). Finalmente, Holm ef al. (1993) e Ye et al.
(1993) apenas citam a ocorréncia esporadica de marcagdo citoplasmatica em cancer de
cérvice uterino e de bexiga, respectivamente, sem dar relevancia ao fato.

Sun et al. (1992), por outro lado, avaliaram o significado prognéstico da
proteina p53 citoplasmatica e nuclear em 293 amostras de adenocarcinomas coloretais,
investigadas por técnicas imunohistoquimicas. Os autores chegaram a conclusdo de que a
expressdo citoplasmatica da p53 pode ser um indicador bioldgico util para o prognostico
nesse tipo de lesdo. O grupo encontrou 10% dos casos positivos apenas para o acumulo
citoplasmatico e considerou esse achado como uma possivel evidéncia da malignidade da
lesdo. Porter et al. (1992) e Brambilla et al. (1993), os primeiros estudando varios tipos de
neoplasias e os ultimos analisando apenas tumores de pulmao, também teceram importantes
consideragdes acerca da positividade citoplasmatica. Em primeiro lugar, sugeriram que a
presenga da proteina no citoplasma pode indicar apenas a forma funcionalmente anormal,
enquanto no nicleo pode representar, teoricamente, também a forma normal. Salientaram
ainda que a baixa porcentagem de casos apresentando marcagdo citoplasmatica poderia ser
explicada pela diminui¢do de epitopos disponiveis quando a p53 encontra-se complexada
com outras proteinas citoplasmaticas. Baas e al. (1994) também levantam a possibilidade de
representar mutagdes no dominio responsavel pela ligagdo ao DNA.

Em relagdo especificamente aos tumores de pele, Cristofolimi er al. (1993),
analisando nevos € melanomas, citam marcagdo citoplasmatica em apenas um dos nevos

investigados e assinalam a possibilidade de ser artefato de técnica ou alteragdo de transporte

nuclear. Os autores ressaltam que essa € uma questdo controversa € que s30 necessarios
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estudos adicionais para elucidar seu significado. Da mesma forma, Shea et al. (1992)
constataram um padrdo citoplasmatico de imunorreatividade em carcinomas basocelulares
que, entretanto, ndo foi considerado no trabalho, embora pudesse ser biologicamente
relevante. Finalmente, Stephenson et al. (1992) também citaram a ocorréncia esporadica de
fraca coloragdo citoplasmatica em carcinoma espinocelular da pele.

A localizagdo nuclear da proteina p53 € essencial para a bioatividade e ¢
mediada por um sinal de localizagdo nuclear inerente a estrutura primaria da molécula, ou
seja, da sequéncia de aminoacidos. A deleg@o de tal sequéncia anula completamente o efeito
supressor de crescimento celular da proteina normal. A localizagdo citoplasmatica,
preferencialmente na camada basal da epiderme, pode representar acumulo de p53 que ¢
excluido do niicleo e portanto funcionalmente inativo ou ser decorrente de processos de
fixagdo e coloragdo. Ja é conhecido que, com o emprego de solugdes fixadoras com mais de
30% de agua, a localizag@o citoplasmatica € vista predominantemente (Gusterson et al.,

1991).

E importante ressaltar que, no presente estudo, as células apresentando

imunorreagdo citoplasmatica estavam localizadas quase que exclusivamente na camada
basal, independentemente do tipo patolégico ou da regido da lesdo. Os carcinomas
basocelulares B93 265 e B93 2359 A, por exemplo, apresentavam a marcagdo nas células da
camada basal epidérmica de regides ndao afetadas pela neoplasia. Esses dados estio de
acordo com Spandau (1994), que revela em seu artigo a detec¢do de imunorreagdo para a
p53 predominantemente citoplasmatica na camada basal epidérmica da pele de doadores
normais. No presente trabalho, as reagdes citoplasmaticas compreenderam 39 % de todas as
amostras analisadas, o que pode indicar a participagdo desse tipo de alteragdo no processo de
tumorigénese nesses casos, decorrente de exclusdo nuclear, associagdo a proteinas
citoplasmaticas ou, ainda, estabilizagdo da propria proteina na forma de oligomenzagdo,
como ja referido anteriormente.

Em conclusdo, o presente estudo sugere que alteragdes na expressdo do gene
TP53 participaram do desenvolvimento e progressdo das lesdes de pele analisadas. Além
disso, o fato das amostras positivas ocorrerem exclusivamente em regides do corpo expostas
a luz solar reforga a hipotese de existirem mutagdes génicas, principalmente aquelas
induzidas pelos raios UV. Os resultados obtidos fornecem fortes indica¢des de anomalias no
comportamento da proteina p53 e servem de base para futuras investigagdes moleculares que

permitirdo avaliar a correlagdo entre mutagdo e acumulo da proteina. Na realidade, esses
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resultados ja estdo sendo utilizados na escolha de amostras a serem analisadas para

polimorfismos conformacionais de fita simples do gene TP53 e seu efetor WAF1/CIP1.
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V.RESUMO

A pele oferece um excelente modelo para estudo da carcinogénese humana,
pois apresenta uma grande variedade de lesdes acessiveis a bidpsia, que compreendem desde
pequenos tumores benignos até processos malignos com grande potencial metastatico,
muitos deles sabidamente desencadeados por agentes ambientais.

Dados epidemiologicos e experimentais indicam, por exemplo, que a luz UV
constitui um fator importante para o desenvolvimento dessas lesdes. Esse agente induz a

formagao de fotoprodutos no DNA, que podem levar a mutagdes especificas em genes

envolvidos com a tumorigénese cutidnea. E provavel que um desses genes corresponda ao

gene supressor de tumor TP53, que manifesta alteragdes especificas em sua sequéncia
relacionadas com a exposi¢do a radiagdo UV.

A proteina p53 tem vida média curta e participa do controle do ciclo celular.
Seu aciimulo no nicleo celular pode ser detectado por métodos imunohistoquimicos e esta
fortemente correlacionado com mutagdes no gene correspondente.

No presente estudo, foi investigado o acimulo da proteina p53 em 92 tumores
de pele de trés tipos patologicos (30 ceratoses solares, 31 carcinomas espinocelulares e 31
carcinomas basocelulares), empregando o anticorpo monoclonal PAb 1801 e o método de
detecgdo através do complexo avidina-biotina.

A 1munorreagdo foi observada no citoplasma, principalmente de queratindcitos
da camada basal de quatro (13,3%) ceratoses e de cinco (16,1%) carcinomas basocelulares.
Esse resultado pode indicar que a proteina p53 excluida do niucleo é funcionalmente inativa
mas também pode ter pequeno significado e ser simplesmente decorrente de processos
técnicos, como aqueles relacionados com fixagdo e coloragio do tecido.

As 1imunorreagdes nucleares positivas foram observadas em 5(16,6%)
ceratoses, 11(35,5%) carcinomas espinocelulares e em 16(51,6%) carcinomas basocelulares,
todos provenientes de areas do corpo expostas ao sol. Esses achados sugerem que mutagdes
do referido gene podem estar envolvidas na progressio de algumas dessas lesdes e

relacionadas a radiagdo UV.
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V1. SUMMARY

The skin affords an excellent model of human carcinogenesis because a variety
of lesions from benign tumours to invasive malignancy, with or without metastatic potential,
are commonly found, and are accessible to biopsy.

Epidemiological and experimental data strongly implicate UV light as an
important factor in the development of such lesions. This agent induces the formation of
photoproducts which can lead to specific mutations in genes involved in cutaneous
carcinogenesis. Recent studies suggest that these mutations can occur in the TP53 supressor
gene as a result of UV radiation and may be an important event in this process.

The p53 protein 1s normally present in minute amounts in cells but mutant
forms can accumulate to high levels and be detected immunohistochemically.

In this study, we investigated the aberrant accumulation of p53 protein in three
types of skin tumours (30 cases of keratosis, 31 of squamous cell and 31 of basal cell
carcinomas), using the monoclonal antibody PAb 1801 and the avidin-biotin complex
method.

Cytoplasmatic reactivity localized to basal keratinocytes was observed in four
(13,3%) samples of keratosis and five (16,1%) samples of basal cell carcinomas. The
citoplasmic localization within the basal cell compartment of epidermis may represent
accumulation of p53 which was excluded from the nucleus and is therefore functionally
inactive. On the other side, it can merely be the result from procedures performed during
fixation and staining of the sample.

Nuclear positivity was detected in 5 (16,6%) keratosis, in 11 (35,5%)
squamous cell carcinomas and in 16 (51,6%) basal cell carcinomas. None of biopsies from

non-sun-exposed sites presented similar results. These findings suggest that p53 mutations

may be involved in the progression towards malignancy in human skin tumours and related

to UV radiation.
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