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Expressiva porcentagem de pacientes com carcinomas de boca e faringe apresentam superexpressao
da proteina p53 induzida por tabaco, alcool e radioterapia.

Descrever a expressio da p53 em areas de mucosa normal adjacente ao tumor e em carcinomas da
boca e faringe.

Estudo prospectivo, com seguimento clinico por um ano, de 24 pacientes com cincer espinocelular
de boca e faringe. Foram feitas biépsias na neoplasia e em areas de mucosa normal adjacente ao
tumor, antes ¢ 9 meses apds a radioterapia, e realizado estudo imunohistoquimico da expressao da
p53.

Antes da radioterapia, houve alteracao da expressao da p53 em 20 das 24 biépsias feitas na neoplasia
e em 14 nas de mucosa normal adjacente ao tumor. Onze paciente morreram antes de 1 ano de
seguimento clinico. Dos 2 pacientes iniciais com aumento da p53 apds a radioterapia continuava
aumentada em 7 na drea da neoplasia e em 6 nas dreas de mucosa normal. Observou-se associacao
da p53 com o tabagismo e estadio do tumor (p < 5%) mas nao com o grau de diferenciacao celular
e alcoolismo.

O aumento da expressao da p53 foi observado tanto na area da neoplasia como em mucosa normal
na maioria dos pacientes com carcinoma de boca e faringe antes e apés a radioterapia. Houve cor-
relacao estatisticamente significante da expressao da p53 com o tabagismo e estadio da neoplasia.
neoplasias bucais, neoplasias faringeas, genes p53, cocarcinogénese.

Expressive percent of patients with oral and oral pharynx carcinomas presents with overexpression
of protein p53 induced by tobacco, alcohol and radiotherapy.

To describe the p53 expression in areas of the normal mucosa adjacent to the tumor and in mouth
and pharynx carcinomas.

Prospective study with clinical follow-up of one year of 24 patients with oral and oral pharynx spinocellular
carcinoma. We performed biopsies in the neoplasm and areas of the normal mucosa adjacent to the
tumor, before and 9 months following radiotherapy and an immunohistochemical study of p53
expression.

Before radiotherapy, there was a change to the p53 expression in 20 out of the 24 biopsies made in
the neoplasm and in 14 in those of normal mucosa adjacent to the tumor. Eleven patients died 1 year
before clinical follow-up. From the 2 initial patients with increase of p53 after radiotherapy it remained
increased in 7 in the neoplasm region and in 6 in the normal mucosa regions. We noticed association
of p53 with smoking and tumor stage (p < 5%), but not with the degree of cellular differentiation and
alcoholism.

The increase to the p53 expression was viewed both in the neoplasm region and in the normal mucosa
in most patients with oral and oral pharynx carcinoma before and after radiotherapy. There was a
statistically significant correlation of the p53 expression with smoking and neoplasm stage.

mouth neoplasms, pharynx neoplasms, p53 genes, cocarcinogenesis.
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Expressao da pb3 no tumor e no epitelio oral e

pacientes com cancer de boca e faringe

INTRODUCAO

O cincer de cabeca e pescoco (CCP) tem uma
incidéncia de dois a trés por cento de todas as neoplasias
humanas e ocupa a sexta posicio como o cincer mais
frequente em todo o mundo. Tipicamente ocorre mais
em pacientes do sexo masculino, entre a quinta e oitava
década de vida, sendo menos comum em pacientes com
menos de 45 anos de idade. Quarenta por cento do cincer
de cabeca e pescoco se localizam na cavidade oral, 25%
nalaringe, 15% na faringe e 20% ocorrem em outros sitios,
incluindo as glandulas salivares. O CCP representa impor-
tante problema de satde, sendo responsavel por quase
200.000 mortes anualmente em todo o mundo. Na India,
o carcinoma espinocelular da boca (CEC) corresponde,
aproximadamente, a 50% dos novos casos de cinceres
diagnosticados e tem sua incidéncia crescente, apesar dos
avancos na prevencao e em novas terapias (1,2). Porém,
as taxas de morbidade e mortalidade tiveram poucas
melhorias durante os Gltimos 30 anos, principalmente
quando ele ocorre em pacientes jovens, antes da quarta
e quinta décadas de vida (3,4). Observacoes clinicas
recentes mostraram que o cincer oral em pacientes
jovens temuma etiologia e progressao clinica particular,
nas quais predominam fatores genéticos independentes
de fatores ex6genos carcinogénicos, como o tabagismo e
oalcolismo (5,6,7).

Quando ocorre a exposicaoa carcinogenéticos em
células como as da boca e faringe, pode haver a
“malignizacao” dessas células, tendo como primeiro mo-
mento o aparecimento de células atipicas e displasicas,
com diversas alteracdes genéticas e moleculares, cuja
resultante final é uma neoplasia (7,8). Assim, células
geneticamente alteradas, gradualmente proliferam-se e se
expandem para dreas vizinhas, ainda sem neoplasias, mas
javulneraveis a mutacgoes celulares. Essas dreas, normaisao
exame clinico e a macroscopia 6ptica, tém potencialidade
para evoluirem para neoplasias, o que explicaria muitas das
situacoes de recidivas neoplasicas e de ocorréncia de um
segundo tumor primario (9,10). A probabilidade que isso
ocorra em cancer de boca é de 10 a 25%, principalmente
porque muitos desses pacientes mantém as caracteristicas
anteriores de exposi¢do a agentes carcinogénicos, como o
habito de fumar e de ingestao de bebidas alcodlicas,
associadasagora a irradiacdo terapéutica (11).

Entretanto, ainda hoje, o conceito da evolucao de
células normais a microscopia 6ptica para neoplasicas
ainda nao esta bem claro. Um conceito bastante atual € que
essas células normais, adjacentes ao tumor, estariam ape-
nas em estagios diferentes do ciclo celular, dormentes, mas
ja com potenciais mutacoes nucleares para células
neoplasicas (12,13).

Pesquisas biomoleculares indicam que essas células
tém determinados genes que sofrem mutacdes, depen-
dentes ou nao da acao de fatores exdgenos (14). As
alteracoes dos genes e da expressio das proteinas que eles
codificam fariam com que as células perdessem a capaci-
dade de regular o seu crescimento, favorecendo o apare-
cimento de neoplasias (15).

Um dos primeiros genes mais estudados sob esse
ponto de vista € Tp53 e sua expressao, a proteina p53.
Quando uma célula é exposta a agentes carcinogénicos,
ha aumento dos niveis de proteina p53, que se ligam a
fatores de transcricao, impedindo que a célula entre na
fase S do ciclo celular (16). A parada reversivel do ciclo
celular na transicao C1-S permite a reparacao do DNA e
oestabelecimento da integridade do genoma. Quando as
alteracoes do DNA excedem a capacidade de reparacao,
ocorre morte celular por apoptose e, nao raro, ha perda
do controle de crescimento celular. O que se observa sio
células evolutivas, imaturas com grau acentuado de
aneuploidia, perda de heterozigose, expressao de DNA
aberrante (17,18,19,20).

Nesse momento, a importancia do gene Tp53 seria
ado “guardiao do genoma”, com capacidade de controlar
a qualidade da duplicacao do DNA ao detectar umerro na
sequéncia do ciclo celular, provocando a apoptose celular,
o que impediria a perda do controle da diferenciacao
celular (16,17).

Entretanto, nao ha unanimidade quanto a essas
observacoes. Estudos imunopatolégicos de lesoes da
boca, faringe e laringe, nio encontraram alteracodes
estatisticamente discrepantes entre porcentagem alte-
rada da p53, gravidade da displasia epitelial e lesoes
neoplasicas (18,19,20,21). Uma explicacao para esses
achados discordantes é que, nem sempre, a super ou
falta de expressao da p53 e outros marcadores celulares
podem indicar presenca ou auséncia de neoplasia. Outra
hipétese € que a expressao da p53 estaria mascarada
pela delecao génica ou, ainda, estar ligada a virus, como
o hpv (22,23).

Descricao atual interessante é que o estudo de
alteracoes génicas, comoasda p53, possa ser utilizado para
o prognostico de resisténcia tumoral a radioterapia e
quimioterapia (24,25,26). Ainda hoje, na pratica clinica,
atribuimos a resisténcia tumoral ao tratamento as vanta-
gens seletivas das células neoplasicas sobre as normais,
pela perda dos mecanismos de controle que regulam o seu
crescimento e a proliferacao celular (27,28). Aaplicabilidade
clinica desses conceitos, como por exemplo, a de ter
valores preditivos de morbidade e mortalidade de pacien-
tes portadores de cincer de boca e faringe seria um grande
avanco (29,30).
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Infelizmente, ainda hoje, a escolha da terapéutica
em pacientes com esse tipo de cancer baseia-se, quase
sempre, no estadiamento clinico e graduacao histologica
das neoplasias. Embora conceitos atuais de preservacao de
orgaos, associados 2 quimioterapia e radioterapia, até entio
tidas como coadjuvantes em cancer de cabeca e pescoco,
ganharam espaco nas terapéuticas desses tumores, dimi-
nuindo a extensao da cirurgia e melhorandoa qualidade de
vida, ainda nao se observa o emprego da biologia molecular
como facilitadora para a escolha da modalidade de trata-
mento.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi descrever
as alteracoes génicas, especificamente da expressiao da
P33, em lesdes neoplasicas da mucosa oral e faringea e nas
areas adjacentes ao tumor, normais a histopatologia, apos
a radioterapia, em individuos com carcinomas
espinocelulares de boca e faringe.

METoDpOo

O presente trabalho foi submetido e aprovado sem
restricdes pelo Comité de Etica e Pesquisa de nossa
instituicao, sob nimero 435/2002-CEP. O estudo é clinico
prospectivo, seguimento de um ano de vinte e quatro
pacientes portadores de carcinoma espinocelular da boca
e faringe (base da lingua). Os critérios de inclusao dos
pacientes no estudo foram: individuos sem confirmacao
diagnéstica de cancer, virgens de tratamento, resultado do
exame histopatol6gico da neoplasia feito em nosso hospi-
tal, confirmando ser carcinoma espinocelular e da mucosa
adjacente ao tumor com auséncia de neoplasia. O trata-
mento escolhido foi cobaltoterapia associados e ou
quimioterapia, nio tendo os autores principais participado
na escolha de tratamento. As variaveis estudadas foram
idade, sexo, tabagismo, ingestio de bebidas alcodlicas,
classificacao TNM do tumor, local do tumor e presencga ou
auséncia da expressao da p53.

Foram incluidos, nesse estudo, 24 pacientes com
cincer da boca e faringe (base da lingua) com idade
variando entre 43 e 95 anos (média 69 anos), sendo 22
(91,7%) do sexo masculino e 2 (8,3%) do sexo feminino
(Tabela 1).

Quinze pacientes eram tabagistas, mais de um
maco/dia, em média ha mais 10 anos (positivo), 2 eram nao
tabagistas (negativo) e 7 tinham abandonado o tabagismo
antes da primeira consulta em nosso hospital. Em relacao
ao uso de alcool, dez pacientes eram etilistas, quatro nio
eram etilistas (negativos) e dez relataram ter parado de
beber e fumar quando foram informados que estavam ou
poderiam estar com cancer. Estavam, em média, ha 4
meses sem ingerir bebida alcodlica ou fumar.

Tabela |.Resultados daslaminas quantificando aexpressaoda
proteina p53 antes e apds a radioterapia.

N° ID Pré-radioterapia Pés-radioterapia
MNA T MNA T

| 43 08+91- 88+I12- Obito

2 69 87413~ 84+ 16- Mé6+34-  M54+46-
3 77 35465-  69+431- Obito

4 46 02498 70+30- Obito

5 65 16484  74426- MI16+84- M45+55-
6 71 14486- 0+100- M23+77-  M4+96-
7 62 2498  58+42- Obito

8 58 7483~ 36464 M29+48-  M40+60-
9 95 7493 94+6- M44+56-  M45+65-
10 48  14+86- 0+ 100- Obito

Il 51  64+36- 69+31- M22+78- M26+74-
12 51 6494 2+498- MI0+90- MI|+89-
I3 56 7+/93- 18+/82- Obito

|4 53 25+4/75- 554/45- M5+/95-  MI6+/84-
I5 49  3+4/97- 49+/51-  M42+/58- T33+/67-
6 52 |7+/83- 77+/23- Obito

|7 89 20+/80- 56+/44- Obito

18 83 3+/97- 0+/100- M2+/98-  M9+/91-
9 47  5+/95- 74+/26- Obito

20 49 44+4/56-  95+5- MI10+/90- T3+/97-
21 76 32+4/68- 42+/58- Obito

22 68  11+/89- 71+/29- MO+/100- M4+ /96-
23 76 29+4/71- 61+/39- Obito

24 63 1+/99- 64+/36- MO+/91-  Mb+/94-

Legenda: MNA: Mucosa Normal Adjacente; T: Tumor; Positi-
va: +; Negativa: - A expressao € positiva quando apresentava
10 ou mais células coradas num total de 100 células.

Quanto a localizacao da neoplasia, doze pacientes
tinham lesao na base de lingua (50%), cinco pacientes
assoalho de boca, dois do lado direito e trés no esquerdo,
seis em pilaramigdaliano (3 direito e 1 esquerdo), um em
area retromolar. Quatro tinham estadio clinico T1NOMO
(16,7%), seis pacientes T2NOMO (25%), sete pacientes
TAN2MO (29,2%) e sete pacientes T4N2MO (29,2%) (Ta-
bela 1).

Foram feitas duas biopsias iniciais em locais diferen-
tes, sendo a primeira na lesio neoplasica (A1) ea segunda
biépsia distando um centimetro, em média, da neoplasia,
em mucosa normal ao exame clinico e histopatologico
(A2). Apds o término do tratamento radioterdpico e ou
quimioterdpico, foram feitas novamente duas novas bidpsias,
uma na neoplasia ou nolocal demarcado antes de se iniciar
o tratamento e a outra em mucosa normal. O intervalo de
tempo entre a primeira e a segunda biopsia foi de 12
meses.

Cada um dos fragmentos teciduais foi fixado em
formalina, incluido em parafina separadamente e colorido
pela técnica de hematoxilina-eosina. Foi realizada a analise
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histolégica e a graduacao histolégica: pouco, moderada-
mente ou bem diferenciado. Quanto ao grau de diferenci-
acao histol6gica encontramos 8 individuos com carcinomas
moderadamente diferenciados (Figura 1A), 14 bem dife-
renciados (Figura 1B) e 2 pouco diferenciados .

Os fragmentos das amostras teciduais (A1) e (A2)
foram cortados em blocos e a deteccao do gene supressor
tumoral TP53 foi realizada por meio de reacao
imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal anti-p53
produzido em camundongos (DAKO Céd. M7001).

Osresultados foram avaliados em microscopia éptica
comum, sendo a reac¢ao positiva representada pela depo-
sicao do cromégeno nossitios de ligacio antigeno-anticorpo,
conferindo marca¢ao nuclear a células que expressam os
antigenos estudados. A analise da expressao foi considera-
da positiva, a microscopia 6ptica, quando detectamos o
nucleo da célula com forte coloracao marrom (Figura 1C)
e negativa quando marrom claro ou nao coradas (Figura
1D). O critério positivo da expressao da p53 foi dado pela
contagem de 10 ou mais células (10%), num total de 100
células por reticulos, contando-se as células em no minimo
trés reticulos (HamiLtoN and ArLan, 1995) (33).

Foi feito estudo comparativo da expressao da p53
comasvariaveislocalizacao do tumor, alcoolismo, tabagis-
mo e estadiamento. Para a analise estatistica usamos os
testes de Qui-quadrado, o exato de Fischer e de McNemar.
O nivel de significancia utilizado foi de p < 0,05.

REsuLTADOS

Observamos a superexpressao da proteina p53 na
biopsia inicial, antes do tratamento, em 14 das 24 amostras
de mucosa normal adjacente (MNA) e em 20 das vinte e
quatro amostras das lesdes neoplasicas. Apds o tratamento
radioterapico e ou quimioterapico, das catorze amostras de
MNA, com expressao positiva da p53, 6 mantinham a p53
superexpressa e 2 negativas. Nas 20 amostras de neoplasia
com expressao da p53 aumentada, elas se mantinhas
positivas em sete pacientes, dois casos apresentaram
expressio negativa da p53. Onze pacientes nao puderam
seravaliados porirem a obito antes da segunda avaliacao
imunohistoquimica.

Dos pacientes que foram a 6bito um apresentava
estadio T1, dois estadio T2 (18,2%), seis (54,6%) estadio
T3 e 2 estadio T4 (18,2%) (p<0,05). Em relacao a gradu-
acao histolégica desses pacientes, observamos que cinco
casos eram de CEC bem diferenciado, cinco, moderada-
mente diferenciado e um pouco diferenciado. Houve
diferenca estatisticamente significante para a relacio da
superexpressao da p53, tanto no tumor como na mucosa

Figura 1. A. Carcinoma espinocelular moderadamente dife-

renciado de faringe. B. Carcinoma espinocelular bem diferen-
ciado de boca. C. Expressao positiva da p53 em carcinoma
espinocelular de boca. D. Expressao negativa da p53 em
carcinoma espinocelular de boca.

Tabela2. Estadiamento dos pacientes e expressaodap53 na
neoplasiaantes e apds tratamento radioterapico.

Estadiamento Expressdodap53

(TNM) Antesdaradioterapia  Apdsaradioterapia
N P N P

Tl I 3 2 0

T2 0 6 0 2

T3 I 6 0 3

T4 2 5 0 2

Total 4 20 2 7

Legenda: N: negativa; P: positiva *Apés um ano de seguimento
clinico apenas 13 pacientes continuaram vivos.

Tabela 3. Expressaodap53 naneoplasiae namucosanormal
adjacente aneoplasia.

Graduagaohistoldgica Expressaodap53
Neoplasia
N P
BD 2 12
MD | 7
PD | |
Total 4 20

Legenda: N: negativa; P: positiva; BD: bem diferenciado; MD:
moderadamente diferenciado; PD: Pobremente diferenciado.

normal adjacente, com o estadio do tumor, mas nio com
graude diferencia¢iao da neoplasia (Tabelas 2 e 3). Obser-
vacao importante € que cinco pacientes com
superexpressao da p53 tinham idade abaixo de 50 anos.
Também a associacao expressiao positiva da p53 com
fatores exdgenos foi estatisticamente evidente para o
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tabagismo (p = 0,005) e nao significativa para o uso do
alcool (p =0,22).

DiscussAo

Os dados donosso trabalho confirmam os da litera-
tura, ou seja, a incidéncia do carcinoma espinocelular de
boca e faringe é predominante em homens, acima da
quinta década de vida e tendo como fatores de risco o
tabagismo e o etilismo (1,2). Esses trabalhos relatam que
isoladamente o fumo aumenta o risco de desenvolvimento
de cancer de seis vezes e o dlcool 3,5 vezes. Quando
associados, esses indicadores de risco podem aumentar em
até 15 vezes a possibilidade de desenvolver cancer de
boca e faringe, sendo que o potencial de transformacao
maligna induzida por esses agentes é duradouro e que o
risco € dose-dependente (7,11). Em nosso estudo, essas
observacoes nao foram diferentes, sendo que 90% dos
pacientes portadores de cincer de boca eram tabagistas e
75 a 80% eram etilistas, aqui considerando os individuos
que relataram o abandono do uso de alcool e do tabagismo
poucas semanas antes do diagnéstico definitivo do cancer.

Entretanto, a observacao de carcinoma espinocelular
de boca e faringe em cinco pacientes, abaixo de 50 anos,
com caracteristicas clinicas neoplasicas agressivas, mostra-
nos que o estabelecimento da patogenia do cancer nesses
individuos poderia estar associada a outros fatores de risco,
como a de caracteristicas genéticas herdadas, e naoapenas
a de mutacoes celulares induzidas por agentes exégenos
carcinogénicos (3,4,5,0). Nesses casos, o ideal para o
diagndstico e prognéstico de vida, é que deveriamos
utilizar cada vez mais métodos que quantifiquem, nio s6
achados histol6gicos como tipos e graus de diferenciacio
celular das neoplasias mas também as caracteristicas
moleculares e susceptibilidade genética das células
neoplisicas dos carcinomas da boca e faringe (15,24,25,26).
Nas duas tltimas décadas, as descricoes dos genes TP53,
K167, entre outros, com funcoes de controle de crescimen-
to celular, salientaram novas perspectivas quanto ao trata-
mento e prognostico desse tipo de cancer (30).

Esses novos conceitos sao bastante instigantes para
entendermos se a progressao de células normais e ou
displasicas para a malignizacao, principalmente em indivi-
duos jovens, ocorrem por meio de alteracdes e mutacoes
genéticas cancerigenas que poderiam ja estar presentes e
ainda nao visiveis a histologia convencional (27,28,29).
Esse conceito de que teoria genética do cincer é bastante
atual foi o que nos motivou a pesquisar alteracoes génicas
nao s6 no tumor como também em mucosa normal
adjacente a neoplasia (12). Em nossos achados, as expres-
soes aumentadas da p53 ocorreram tanto na drea do tumor
como na mucosa normal. Para Recest et al. (1995) (19) e

Acuiar e Aragio (1997) (20) essas alteracoes podem ter
valorde predicio quanto ao aparecimento de uma neoplasia
ou de resisténcia a radioterapia e quimioterapia. Nossos
dados, apesar de nao conclusivos, parecem confirmar essas
informacodes, pois a maioria dos pacientes que apresenta-
ram superexpressao da p53 tinham tumores grandes e
responderam mal a radioterapia. Nestes individuos, a
persisténcia da superexpressao da p53, tanto no tumor
como na mucosa normal poderia ser um indicativo de uma
maior resisténcia ao tratamento radioterapico e,
consequentemente, afetando a sobrevida de pacientes
com cancer de boca e faringe (30,31).

Essas observacoes porém nao sao conclusivas. A
correlaciao clinicopatolégica mostrada por nés, entre tama-
nho de tumor e superexpressao da p53, indica-nos que
possiveis alteracoes génicas e moleculares, entre elas da
expressio da p53, quando detectadas em individuos com
carcinomas de boca e faringe, podem ser um fator de mau
prognostico, principalmente quando da expressao da p53
e outras proteinas em areas de mucosa normais adjacentes
ao tumor (2,20,26). Esses achados mostrariam uma possi-
vel origem multicéntrica do cancer oral e faringeo, deven-
doentao o examinador fazer bidpsias e exames em outros
sitios proximos a lesao e nao s6 na neoplasia, lesoes
moleculares poderiam estar presentes no epitélio adjacen-
te ao tumor, mas nao visiveis a microscopia optica (12).
Isso atende a teoria de malignizacao de campo (12),
explicando oaparecimento de um segundo tumor primario
e de muitas recidivas neoplasicas (9,10,11). Enfim, a exata
caracteristica molecular da susceptibilidade genética desse
campo tecidual alterado nao é ainda clara, mas genes
supressores de tumor como Tp53 podem ser a chave nos
estagios iniciais do cancer, abrindo iniimeras possibilidades
de se prever em um futuro proximo resultados melhores
de tratamento e prognéstico de vida.

CoNCLUSAO

Os achados do presente estudo mostraram que a
expressao da p53 estava aumentada em 20 das 24 bidpsias
feitas na area da neoplasia e em 14 biépsias da mucosa normal
adjacente ao tumor antes do inicio da radioterapia e manten-
do-se biépsia apos o término do tratamento radioterapico.
Houve correlacao estatisticamente significante entre aumen-
toda p53 com o tamanho da neoplasia e tabagismo, mas nao
com o grau de diferenciacao celular.
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