EXPRESSAO NUCLEAR DO P53 EM CARCINOMA DE CELULAS
TRANSICIONAIS DA BEXIGA'

NUCLEAR EXPRESSION OF P53 PROTEIN IN TRANSITIONAL
CELL CARCINOMA OF THE BLADDER

RESUMO

Objetivo - Investigar a expressdo imuno-histoqui-
mica da p53 com fator de risco em carcinoma de célu-
las transicionais da bexiga (CCT). Métodos - Foram
estudados restrospectivamente 90 pacientes com CCT
com idade média de 71 anos: G1 — 45, G2 — 29, G3 —
16, pTa-1 — 62 e pT2-4 — 28. Entre os pacientes com
tumores ndo invasivos houve recidiva vesical em 35
casos (55,5%). Os tumores superficiais foram tratados
por ressec¢do trans-uretral associados ao BCG (>G1),
e os invasivos por cistectomia radical. O tempo médio
de seguimento dos pacientes foi de 55 meses e 25 deles
faleceram da doenga. A expressao imuno-histoquimica
foi estudada em pecas preservadas em formol 10% e
blocos de parafina pelo método da avidina-biotina-
imunoperoxidase. Considerou-se p53 positivo o tumor
com indice de marca¢do nuclear superior a 10%. Re-
sultados - A expressdo da p5S3 mostrou associagdo com
o grau do tumor e com o estddio da lesdo primaria
(p=0,01), mas ndo com o tamanho do tumor vesical
(p=0,25) ou com a taxa de recidiva dos tumores super-
ficiais (p=0,81). Houve forte correlagdo entre o padréo
de marcagao da p53 com metastases (p=0,002) e com a
sobrevida dos pacientes (p=0,003). Conclusio - A ex-
pressao da p53 mostrou valor preditivo para grau tumoral,
estadio, incidéncia de metastases e sobrevida dos paci-
entes, mas ndo para recidiva vesical dos tumores super-
ficiais. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/acb
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ABSTRACT

Objective - To investigate the immunoexpression
of p53 protein as a risk factor in transitional cell
carcinoma of the bladder (TCC). Methods - We
analyzed retrospectively 90 patients with TCC and mean
age of 71 years: G1 — 45, G1 — 29, G3 - 16, pTa-1 —
62 and pT2-4 — 28. The superficial TCC were treated
TUR plus intravesical BCG (>G1), and the invasives
by radical cystectomy and urinary diversion. The mean
time of followup was 55 months and 25 patients died
of the disease. The rate or reccurence in superficial
tumors was 55.5%. The p53 immunoexpression was
determined in formalin fixed paraffin embedded tumors
sections by the avidin-biotin-immunoperoxidase method
(DO -7, Dako). We considered p53 positive TCC when
the labeling nuclear index was >10%. Results - P53
immunoexpression exhibited a positive association with
tumor grade and stage (p=0.01), but not with the size
of primary lesion (p=0.25) or rate of reccurence of
pTa-1 tumors (p=0.81). A strong correlation was seen
with metastases (p=0.002) and survival (p=0.003).
Conclusion: A positive reaction for p53 showed
correlation with tumor grade, T stage, metastases rate
and parient survival, but had no predictive value for
local reccurence rate of superficial tumors.
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INTRODUCAO

O carcinoma de células transicionais da bexiga
(CCT) é uma patologia de histdria natural variavel. Esta
bem estabelecido que suas caracteristicas histologicas
ndo sdo suficientes para predizer sua evolugdo'. Torna-
se, entdo, importante investigar o potencial prognostico
de novos marcadores tumores.

O gene supressor tumoral p53, mapeado no
cromossomo humano 17p13.1, € onde mais freqiiente-
mente sdo encontradas as muta¢des em cancer huma-
no***, O p53 mutante é mais estavel e menos degrada-
vel, conseqlientemente mais detectado no estudo
imunohistoquimico®*.

Mutagdes do gene p53 sdo comuns no CCT?*78,
Estudos prévios mostraram uma correlagdo entre a
expressdo do p53 e a progressdo dos tumores de
bexiga!®!!,

Nosso objetivo é estudar a correlagdo da expressdo
do p53, com caracteristicas histopatoldgicas dos
tumores de bexiga e seu comportamento biologico.

METODOS

Populagio de Pacientes: Revisamos os prontud-
rios e respectivas laminas histologicas de 90 pacientes
com CCT operados no HCFMRP-USP no periodo de
1980-2000. A idade média da amostra foi de 71 anos,
com variagdo de 29 a 93 anos. Setenta (77,8%) eram
homens e 20 (22,2%) mulheres. O tempo médio de
seguimento foi de 55 meses (2-231 meses). Encon-
tramos 45 (50%) tumores com grau I (G1), 29 (32,2%)
com grau II (G2) e 16 (17,8%) com grau III (G3). As
proporg¢des de pacientes segundo o estadio tumoral
foram: pT, - 54 ( 60%), pT, -8 (8,9%) e pT,, - 28 (
31,1%). Os tumores superficiais foram tratados por
ressec¢do trans-uretral associados ao BCG (>Gl), e
os invasivos por cistectomia radical. Entre os pacientes
com tumores nao invasivos, houve recidiva em 35
pacientes (55,5%).

Imunohistoquimica: As laminas das pecas cirQr-
gicas foram revistas no método hematoxilina-eosina para
a selecdo de areas de melhor representatividade tumoral
com seus respectivos blocos de parafina arquivados
no Departamento de Patologia do HC-FMRP-USP.
Resumidamente, sec¢des de 4um foram desparafini-
zados com xilol e rehidratados em alcoois decrescentes.
Ap0s recuperagdo antigénica com tampao citrato e aque-
cimento em “‘steamer” inativou-se a peroxidase endoge-
na com perdxido de hidrogénio (H202 a 3%). Os cortes

30 - Acta Cirurgica Brasileira - Vol 17 (Suplemento 3) 2002

foram incubados com soro normal de cavalo na tempe-
ratura ambiente por 20 minutos, com anticorpo primario
contra proteina p53 — clone DO-7 da Novo Castra
Laboratories (NCL-p53-DO7) na dilui¢ao 1/100 por 2
horas, depois com o anticorpo secundario anti-
camundongo (Dako) na dilui¢do 1/200 por 30 minutos
e subseqiientemente com streptavidin (Dako) dilui¢do
1/100 por 30 minutos, e finalmente utilizado a diamino-
benzidina como cromogeno. Utilizamos sempre lava-
gens com salina fosfato tamponada (PBS,PH7,4) entre
o0s passos. Por ultimo contracoramos com hematoxilina
de Harris por 30 segundos.

Contagem de Células Marcadas: Todas as
laminas foram examinadas pelos mesmos observadores,
utilizando aumento de 400X, e pelo menos 500 células
foram contadas em campos bem preservados de tumo-
res, sem conhecimento prévio de suas caracteristicas.
O grau de expressao do p53 foi relatado como porcenta-
gem de células marcadas com o anticorpo entre as célu-
las contadas. Consideramos os limite inferior de 0%
quando ndo havia células marcadas, e superior como
igual ou maior que 80% (>80%).

Andlise Estatistica: O acimulo da proteina p53 e
os parametros clinico-patologicos foram comparados
entre todos os pacientes. As diferencas entre os grupos
foram analisadas com o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney usando o programa Instat, versao 3.0. Inter-
valos livres de recorréncia, livre de metastase e de so-
brevida foram definidos como o tempo entre a data da
primeira bidpsia com diagnostico de carcinoma de
células transicionais de bexiga ¢ a data da recorréncia,
metastase e morte devido ao cancer, respectivamente.O
ponto final, para os demais paciente, foi a data da ultima
cistoscopia. O método de Kaplan-Meier foi utilizado
para comparar estes eventos relacionados com o tempo,
e o teste logrank'>!® para comparar curvas, através do
programa GraphPad Prism, versdo 3.0.

RESULTADOS

A proteina p53 nuclear foi detectada em 61
(67,7%) dos 90 pacientes estudados, com o indice
variando entre 0 ¢ >80% (média = 23,7%, mediana =
5%, SD = 29,92).

A média de marcagdo dos tumores pT, , foi estatisti-
camente diferente da observada em tumores pT, (P =
0,01).

A expressdo da p53 ndo foi significantemente
diferente entre os tumores de G1 e G2 (P=0.09) apesar
da média mais alta de marcagdo em G2 (Tabela 1).
Entretanto foi altamente significativa a diferenga entre



os graus G1 e G3 (P= 0.0004) e também significativa
entre G2 e G3 (P=0.001).

O p53 ndo se correlacionou bem com o tamanho
dos tumores (P=0.25), que foram subdivididos em
maiores que 2cm e menores que 2cm, apesar da média
e mediana mais altas entre os tumores maiores.

Para analisar os eventos relacionados com o tem-
po, foi adotado como ponto de corte para separar tu-
mores p53-positivos e p53-negativos, a propor¢do de
10% de nucleos marcados. Este valor teve valor esta-
tistico mais significativo que a mediana de 5% quando
aplicado no presente estudo.

Tabela 1 - Correlagdo entre caracteristicas clinico-patologicas e marcagdo com p53.

Fator N Marcaciao média £SD Valor P
Estadio pT, 62 18,44+27,2 0,01
pT,, 28 35,5432,6
Grau (1X2) 1 45 16,0+£27,9 0,09
2 29 20,14+24,5
Grau (1X3) 1 45 16,0+27,9 0,0004
3 16 51,9+28,9
Grau (2X3) 2 29 20,1+ 24,5 0,001
3 16 51,9+28,9
Tamanho <2cm 14 13,0+21,4 0,25
>2cm 64 25,7+£30,4

Pacientes com indice p53 maior que 10%, apre-
sentaram sobrevida significativamente reduzida, quan-
do comparados aos de marcagdo menor ou igual a 10%
(P=0.0003), como mostra a Figura 1.

Curvas de Sobrevida

p53
n
£ 100 n=54 - 4 — p53<=10%(n)
2 Ay, =43 —L—p53>10%(N)
8 n
o (IR N N I 1
) N=36
©
s 504 N=22
=
k]
[
o
g: Logrank test: P=0.0003
0 T T 1
0 100 200 300

Tempo de Seguimento(meses)

Figura 1 - Curvas de sobrevida conforme marcagéo do p53.

A comparacdo entre as curvas de recidiva dos
tumores pT,  relacionadas ao tempo, falharam em
demonstrar significancia estatistica (P=0.81) entre
individuos p53 positivos e p53 negativos (Figura 2).
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Figura 2 — Marcagdo do p53 e recidiva tumoral na bexiga.
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A diferenca estatistica entre as curvas de interva-
los livres de metastase foi muito significativa (P=0.002),
conforme Figura 3.
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Figura 3 — Expressdo da p53 e incidéncia de metastases.

DISCUSSAO

A proporg¢do de tumores que expressaram o p53
(67,7%) em nossa amostra é comparavel a relatada em
alguns estudos ja publicados'*!>!*, Em nossa amostra
encontrou-se correlagdo entre a marcagdo imunohis-
toquimica do p53 com o estadio ¢ o grau do CCT.
Mas, em outros estudos essa correlagdo nem sempre
foi encontrada!®'>'718, As discrepancias podem correr
por conta de diferengas nas amostragens ou decorrer
de pequenas variagdes técnicas como tipo de anticorpo
utilizado, estado de conservagdo das pecas cirirgicas e
critérios de leitura dos nticleos marcados.

Sarkis et al.”” avaliaram o valor prognéstico da
expressdo da proteina p53 em tumores invasivos e
mostrou sobrevida mais curta em individuos com alta
expressdo, mas ndo encontrou correlagdo entre o p53
e os achados patoldgicos. Lipponen'’ correlacionou o
p53 com progressdao tumoral e pior prognoéstico. De
modo contrario, Thomas et al.'* relataram menor
sobrevida dos pacientes com tumores p53 positivos
mas sem diferenca estatistica. Usando a técnica do PCR
para identificar mutagdes do gene p53, Fujimoto et al.?
mostraram que a incidéncia de mutag¢des do pS3 é maior
em CCT invasivo e de alto grau do que em superficial
de baixo grau.

A amostra agora estudada, ndo exibiu relagdo entre
a expressdo do p53 e a recidiva vesical, mas nela
observou-se boa correlagdo entre a positividade do p53
com a progressdo da doenga caracterizada pela maior
incidéncia de metastases e pela menor sobrevida. Isto
ocorreu inclusive para os tumores pTa-1 no momento
do diagnéstico. Estes dados permitem questionar o

32 - Acta Cirurgica Brasileira - Vol 17 (Suplemento 3) 2002

tratamento conservador (ressec¢do transuretral) de
tumores superficiais em que o p53 ¢ positivo.

CONCLUSAO

Na amostra estudada a expressdo imunohistoqui-
mica do p53 ndo mostrou relacdo com a recidiva vesical
de tumores superficiais. Essa relagdo foi observada com
o grau, o estadio, a incidéncia de metastases e a sobre-
vida dos pacientes.
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