ARTIGO ORIGINAL
| Bras Patol Med Lab o v. 45 ¢ n. 4  p. 335-342 « agosto 2009 ORIGINAL ARTICLE

Analise comparativa da imunoexpressao da proteina p53 e g
Aceito para publicagdo em 10/08/09

(clones DO-7 e PAb-240) em carcinomas de células Pt 200819
escamosas intrabucais e labiais

Comparative analysis of p53 protein immunostaining (antibodies DO-7 and PAb-240) in oral cavity and lip
squamous cell carcinomas

José de Assis Silva Junior'; Vagner Gongalves Bernardo? Karen Zavaro Balassiano®; Flavia Dantas Soares*; Eliene Carvalho da Fonseca’;
Licinio Esmeraldo da Silva®; Simone de Queiroz Chaves Lourengo’

TS resumo

Carcinoma de células Introdug@o: A carcinogénese caracteriza-se como um processo multifatorial, e a inativacdo da proteina p53 é
escamosas uma alteracdo genética comumente observada nos carcinomas de células escamosas de boca (CCEB). Objetivo:
Analisar e comparar a imunoexpresséo da proteina p53, por meio dos clones DO-7 e PAb-240, em CCEB com

Cancer oral localizagao intrabucal e em labio inferior. Material e métodos: Foram selecionados 40 casos de CCEB, sendo
Imuno-histoguimica 20 de localizagdo intrabucal e 20 em labio inferior. Foi realizado um estudo imuno-histoquimico utilizando os

anticorpos anti-p53 clone DO-7 e PAb-240. A imunoquantificacdo foi realizada por meio de analise digital de
rurr"’lt:ri':]z;“pressora de | imagem, e os resultados, submetidos a tratamentos estatisticos. Resultados: A imunoexpresséo da proteina

p53 foi verificada com o anticorpo DO-7 em 13 casos (65%) de carcinoma intrabucal e em 19 (95%) de
carcinoma de labio inferior. Imunorreatividade para o anticorpo PAb-240 foi observada em 9 casos (45%)
de lesdes intrabucais e em 15 (75%) localizados em labio inferior. Nao foram observadas, segundo o teste de
Mann-Whitney, diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) na expressao da proteina p53 entre as duas
localizagdes estudadas, independentemente do anticorpo avaliado. Foram identificadas, pelo teste de Wilcoxon,
diferencas estatisticamente significativas entre a expressdo dos clones DO-7 e PAb-240 em cada um dos grupos
analisados (valor p= 0,013 - labio inferior; valor p= 0,016 - intrabucal). Conclusdes: A expressdo da proteina
p53 observada nos CCEB, com localizagdes intrabucais e labiais, sugere a ocorréncia de mutacdes no gene
TP53. As diferencas quantitativas obtidas entre os anticorpos estudados, independentemente da localizagdo
das lesoes, refletem uma especificidade distinta entre os clones DO-7 e PAb-240. O desenvolvimento de mais
estudos sera fundamental para estabelecer o anticorpo mais adequado para proteina p53 em CCEB.

abstract ISR

Background: Carcinogenesis is a multifactorial process and inactivation of p5 3 protein is a genetic change commonly | Squamous cell carcinoma
observed in oral squamous cell carcinomas (OSCC). Objectives: To analyze and compare the expression of p53
protein through antibodies DO-7 and PAb-240 in OSCC samples located in the oral cavity and lower lip. Material
and methods: Forty cases of OSCC were selected and divided into oral cavity and lower lip groups (20 cases each). | immunohistochemistry
Immunohistochemical technique was performed using antibodies DO-7 and PAb-240. Quantification of the cases
was performed through digital image analysis and underwent specific statistical treatments. Results: Expression of | Tumor suppressor protein
p53 protein was verified with DO-7 antibody in 13 cases (65%) of oral cavity carcinomas and in 19 cases (95%) | P53

of lower lip carcinoma. PAb-240 positivity was detected in 9 cases (45%) of oral cavity lesions and in 15 cases
(75%) located in the lower lip. According to Mann-Whitney test, there were no statistically significant differences
between the expressions of p53 protein in both groups, regardless of the antibody used. According to Wilcoxon
test, there were statistically significant differences between the expression of DO-7 antibody and PAb-240 in each
of the analyzed groups (p-value = 0.013; lower lip p-value = 0.016 - oral cavity). Conclusions: The expression
of p53 protein was observed both in the oral cavity and lip OSCC, which suggests the occurrence of mutations
in TP53 gene. The quantitative differences between the antibodies studied, regardless of the site of the lesions,
reflect different specificity between clones DO-7 and PAb-240. Further studlies are required to establish the best
antibody for p53 protein in oral squamous cell carcinomas.
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Introducao

O cancer de boca representa cerca de 3% de todas as
neoplasias malignas nos homens e 2% nas mulheres, segun-
do a Sociedade Americana de Cancer (SAC)©%. No Brasil, esta
entre os dez tipos de cancer mais frequentes, constituindo-se
em um problema de satide publica. A estimativa de incidéncia
desse tipo de cancer para 2008 aponta esse tumor como
o0 sexto mais comum entre os homens (com 10.380 casos
estimados) e o sétimo entre as mulheres (com 3.780 casos
estimados)@?,

O carcinoma de células escamosas (CCE) compre-
ende cerca de 90% de todas as neoplasias malignas da
boca, sendo a lingua, o labio inferior e o assoalho bucal
os sitios frequentemente afetados® 2039, O |ocal de
acometimento desses tumores deve ser considerado um
importante indicador de prognéstico, uma vez que 0s
localizados em labio inferior exibem melhores prognos-
ticos, quando comparado com as demais localizacoes
intrabucais®?. Tal fato pode estar associado a exposicdo a
fatores etioldégicos distintos; os localizados em labio estdo
estritamente relacionados com os niveis de exposicdo a
radiacdo ultravioleta, enquanto aqueles localizados em
regides intrabucais estdo frequentemente associados ao
tabagismo e ao etilismo® 3% 32,

O gene supressor de tumor TP5 3, descrito primeiramente
em 197972429 codifica a proteina p53, que age como fator
de transcricdo com importantes fun¢des na regulacéo do ciclo
celular e indugdo da apoptose, em decorréncia a danos no
DNA® 3149 Em tecidos normais, a proteina selvagem esta
expressa em baixas concentracdes, fato que pode ser justifi-
cado pela sua meia-vida curta, sendo sua presenca raramente
detectada pela técnica de imuno-histoquimica®’-3".

Mutacbes no gene TP53 sdo alteracdes moleculares co-
muns nos CCE(7:31.47): no entanto, estudos tém demonstrado
um padrdo de mutacdo distinto associado a fatores etiol6-
gicos especificos®? 3%. Consequentemente, a localizacdo
do cancer de boca pode determinar diferentes padroes de
mutacdo, como o encontrado nos CCE de labio e intrabu-
cal®?, Normalmente, essas mutacdes estdo localizadas em
dominios especificos da proteina p53©”, ocorrendo com
maior frequéncia no dominio hidrofébico de ligacdo ao
DNA® 4. Apenas 5% das mutacdes acometem as regides
N-terminal e C-terminal e, quando ocorrem, podem ndo
alterar a conformacéo da proteina® 9.

Diferentes anticorpos monoclonais estéo disponiveis para
avaliacdo da expressdo da proteina p53 na espécie humana,

representados por clones especificos que reconhecem dife-
rentes epitopos localizados entre as quatro regides funcionais
principais da proteina p53¢1¢27.49, sendo a maioria dos anti-
corpos direcionada a epitopos situados na regido N-terminal
da proteina. Para investigar sua estrutura funcional, assim
como estabelecer comparacdes entre a proteina selvagem
e a mutante®“®, a escolha correta do anticorpo pode definir
a expressao da proteina nos tecidos, assegurando a sensibi-
lidade e reprodutibilidade dos resultados®?.

Clones como o DO-7 sdo capazes de se ligarem na con-
formacdo nativa e mutada da proteina, enquanto outros,
como o PAb-240, reagem somente com a proteina p53
mutante. O anticorpo PAb-240 apresenta especificidade
na identificacdo de uma sequéncia especifica localizada
na regiao de ligacdo do DNA“?, frequentemente alterada
nas neoplasias malignas® ¥, incluindo as que acometem
a boca(ﬂ, 17,47)_

Considerando que a maioria das investigacdes utiliza o
anticorpo clone DO-7, em que a imunopositividade pode
refletir um aumento da expressdo da proteina p53 nativa
e/ou mutada e que outras sequéncias da estrutura proteica
sdo mais associadas a presenca de mutacdes nas neoplasias
malignas (como a identificada pelo clone PAb-240), justifica-
se a realizacdo de mais estudos. Este trabalho teve como
objetivo analisar e comparar aimunoexpresséo da proteina
p53, por meio dos clones DO-7 e PAb-240, em carcinomas
de células escamosas de boca (CCEB), com localizacdo
intrabucal e em labio inferior.

Material e métodos

Amostra

Foram selecionados 40 casos de CCEB, provenientes de
bidpsias incisionais, diagnosticados no arquivo do Servico de
Anatomia Patoldgica (SAP) do Hospital Universitario Anténio
Pedro da Universidade Federal Fluminense (HUAP/UFF). A
amostra foi dividida em dois grupos de acordo com a localiza-
cao: intrabucal (grupo I) e em labio inferior (grupo Il). A partir
dos laudos histopatolégicos, foram coletados os seguintes
dados clinicos: sexo, idade e localizagdo anatémica. O critério
de selecdo da amostra foi de material exibindo histopatolo-
gia caracteristica, livre de artefatos, bem preservado e com
quantidade suficiente para realizacdo de recortes. As amostras
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) foram
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avaliadas segundo o grau de diferenciacéo determinado pela
Organizacdo Mundial da Sadde (OMS)®.

Técnica de imuno-histoquimica

A técnica imuno-histoquimica foi realizada no Labo-
ratério de Imuno-histoquimica do SAP-HUAP/UFF para
deteccdo da proteina p53, utilizando os anticorpos mo-
noclonais obtidos de camundongo anti-p53 clone DO-7
(DAKOCytomation - EUA, classe 1gG2b, 1:200, cédigo
M7001) e anti-p53 clone PAb-240 (DAKOCytomation
- EUA, classe 1gG1, 1:300, c6digo M3566), por meio da
técnica da estreptavidina-biotina-imunoperoxidase. Para
cada bloco, foram realizados cortes histolégicos seriados de
4 um de espessura, estendidos em laminas previamente tra-
tadas com substancia adesiva (3-aminopropil-trietoxi silano,
SIGMA — USA). Os cortes obtidos foram desparafinizados
em xilol e reidratados em solucdes de alcool etilico.

O bloqueio da peroxidase endégena foi obtido por
meio da imersdo das laminas em solucdo de peréxido de
hidrogénio (P.A.) a 3% diluido em &gua destilada durante
30 minutos. Para a recuperacao antigénica em banho-maria,
utilizou-se a solucdo comercial da DAKO de pH 6 (Target
antigen retrieval solution 10X concentrate, cédigo $1699
DAKOCytomation — EUA) para o anticorpo anti-p53 clone
DO-7 e solugdo comercial da DAKO de pH 9,9 (Target
antigen retrieval solution High pH 10X concentrate, cédigo
$3307 DAKOCytomation - EUA) para o anticorpo monoclo-
nal anti-p53 clone PAb-240. Esse protocolo foi estabelecido
apds inimeros testes realizados previamente.

Posteriormente, as sec¢Oes foram incubadas com anti-
corpo primario em overnight a 4°C. Finalizado o tempo de
incubacdo com os anticorpos primarios, os cortes foram
imersos em solugdo tampao TBS-T (800 ml de &cido clori-
drico 1N; 116 g de NaCl; 122 g de hidroxil-metil-amino-
metano, 10 ml de Tween 20; completando para 20 | de
agua destilada; 0,05M/pH 7,4) e submetidos a incubacéo
com o complexo estreptavidina-biotina (LSAB + System,
HRP, coédigo K0690, DAKOCytomation — EUA). O anti-
corpo secundario biotinilado foi aplicado sobre os cortes,
permanecendo por 30 minutos em camara umidificadora a
temperatura ambiente, seguido por dois banhos em solucdo
tampdo TBS-T, cada um por cinco minutos. Em sequéncia,
aplicou-se a estreptavidina sobre os cortes, aguardando-se
mais 30 minutos nas mesmas condicdes. Posteriormente,
as laminas foram lavadas em solucdo tampdo TBS-T e
reveladas com o substrato cromégeno diaminobenzidina
(Liquid DAB + substrate, Chromogen System, cédigo
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K3468, DAKOCytomation — EUA). Apds essa etapa, as la-
minas foram lavadas com dgua destilada e contracoradas
com hematoxilina de Harris. Cortes de um caso de CCEB
previamente positivo para os anticorpos empregados foram
utilizados como controle positivo. O controle negativo foi
obtido pela substituicdo do anticorpo primério pela mesma
solucdo usada para diluir os anticorpos (Antibody Diluent
with background Reducing components, cédigo $3022
DAKOCytomation — EUA), conforme procedimento imuno-
histoquimico usual do referido laboratério.

Analise quantitativa

A quantificacdo da marcacdo obtida pela técnica de
imuno-histoquimica foi realizada por meio de andlise
digital de imagem, usando a mesma metodologia em-
pregada no trabalho de Camisasca et al.®), com o auxilio
do Programa Image ProPlus 4.5 (Media Cybernetics,
Silver Spring, EUA). De cada caso, um total de cinco
campos foi capturado, selecionando-se areas de maior
imunopositividade e utilizando-se a objetiva de 20x. O
indice de area foi determinado pela razéo entre a area
imunopositiva quantificada e a area tumoral total pre-
viamente delimitada.

Analise estatistica

Os dados dos indices de area foram descritos por meio
dos parametros média (+ desvio padréo) e nimero de casos.
Comparacéo entre os indices de érea, tanto pelo clone DO-7
quanto pelo PAb-240 nos dois grupos avaliados, foi realiza-
da pelo teste de Mann-Whitney, e a comparacdo entre os
indices de area de cada marcador foi realizada pelo teste de
Wilcoxon. O nivel de significancia das decisdes estatisticas foi
de 0,05 (5%) e a analise estatistica foi apoiada pelo programa
Statistical Package of Social Science (SPSS) verséo 10.0.

Resultados

O perfil da amostra, de acordo com as varidveis género,
idade, localizacdo e gradacdo histopatoldgica, esta descrito
nas Tabelas 1 e 2.

Foi observada expressdo da proteina p53 no nicleo das
células epiteliais tumorais (coloracéo acastanhada), para os
anticorpos clones DO-7 e PAb-240 (Figuras 1 e 2).
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Perfil da amostra de individuos
com CCE em labio segundo

parametros clinico-demograficos e

Tabela 1 histopatologicos

Variaveis

Género*

Masculino 16 84
Feminino 3 16
Idade*

> 45 anos 13 68
< 45 anos 6 32
Gradagao histopatoldgica**

Bem

diferenciado > 2
s
Pouco

diferenciado

* Em um caso essa informagao ndo estava disponivel nas requisicdes
analisadas

** Segundo OMS, 2005

CCE: carcinoma de células escamosas; OMS: Organizacdo Mundial da
Salde.

Ao analisar a amostra de acordo com a sua localizacdo,
foi observada imunopositividade em 13 casos (65%) dos
carcinomas intrabucais e em 19 casos (95%) nos carcinomas
de labio inferior com o anticorpo anti-p53 clone DO-7. Para
0 anticorpo anti-p53 clone PAb-240 foi observada marcacédo
positiva em 9 casos (45%) das lesGes intrabucais e 15 casos
(75%) localizados em labio inferior (Tabela 3).

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05), por meio do teste de Mann-
Whitney, entre a expressdo da proteina p53 nos casos
de localizacdo no labio inferior e intrabucal, tanto para
o clone DO-7 (U =173,5; valor p = 0,478), quanto para
o PAb-240 (U = 144,5; valor p = 0,134).

Ao comparar a expressdo da proteina p53 entre os
clones DO-7 e o PAb-240, o teste de Wilcoxon evidenciou

Distribuicao da amostra de
individuos com CCE intrabucal

segundo parametros clinico-

Tabela 2 demograficos e histopatoldgicos
Variaveis n %

Género*

Masculino 15 83

Feminino 3 17

Idade**

> 45 anos 11 73

< 45 anos 4 27

Localizagéo intrabucal

Lingua 9 45

Palato 4 20

Assoalho 3 15

Rebordo alveolar 2 10

Mucosa jugal 1 5

Gengiva 1 5

Gradagao histopatoldgica***

Bem

diferenciado ! 0

Moderadamente

diferenciado L 0

Pouco 1 5

diferenciado

*Em dois casos essa informagdo nao estava disponivel nas requisicoes
analisadas

**Em cinco casos essa informagao nao estava disponivel nas requisi¢des
analisadas

***Segundo OMS, 2005

CCE.: carcinoma de células escamosas; OMS: Organizacdo Mundial da
Satde.

diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) tanto em
labio inferior (Z = 2,495; p=0,013) quanto em localizacdo
intrabucal (Z = 2,411; p = 0,016), mostrando uma maior
expressao do clone DO-7, tanto nos casos de CCE intrabucal
quanto nos casos de CCE de labio.

Expressao da proteina p53 (% de area marcada)

Tabela 3

Localizacao
Anticorpos/clones Intrabucal Labio inferior
Anti-p53 DO-7 6,48% (£ 3,83%) n=13 5,63 (+7,05%) n=19

Anti-p53 PAb-240 4,03% (£3,7%) n=9

4,02% (£ 4,89%) n=15
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Figura 1 - Carcinomas de células escamosas com localizagdo intrabucal. A. Expresséo nuclear da proteina p53 por meio do anticorpo monoclonal clone DO-7. B. Imunoexpresséio
da proteina p53, exibindo marcagbes nucleares nas células tumorais, representada pelo clone PAb-240. (Estreptavidina-biotina-imunoperoxidase, objetiva de 20X)
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Figura 2 - Carcinomas de células escamosas localizados em Idbio inferior. A. Expressdo nuclear da proteina p53 representada pelo anticorpo monoclonal clone DO-7. B. Imuno-
localizagtio da proteina p53, mostrando o padréo nuclear, representada pelo clone PAb-240. (Estreptavidina-biotina-imunoperoxidase, objetiva de 20X)

Discussao

O gene TP53 é considerado um dos principais genes
associados a supressao tumoral por desempenhar importan-
tes fungBes nos processos fisiol6gicos e patoldgicos®e 4440,
Apresenta-se comumente mutado em diversas neoplasias
malignas, incluindo as que acometem a boca('" 3747,

Diversas sdo as técnicas que estdo disponiveis para o
estudo de alteracdes na molécula p53, incluindo a analise
de mutacdo desse gene, assim como a expresséo da pro-
teina®). Mutacdes no gene TP53 podem alterar a funcéo
da proteina codificada, acarretando um aumento na sua
meia-vida biolégica (normalmente curta), podendo assim
ser identificada pela técnica da imuno-histoquimica®’ 3D,
Essa técnica tem grande aplicacdo na rotina diagnéstica e
na pesquisa cientifica. Inimeros estudos utilizam essa me-

todologia para avaliar a expressdo da proteina p53 no CCEB
em busca por biomarcadores progndsticos® 6 1 233334,

A técnica da imuno-histoquimica pode fornecer dados
limitados quando se deseja avaliar a expressao da proteina
p53 na carcinogénese bucal, apresentando uma discor-
dancia de aproximadamente 40% quando comparada
a técnica de sequenciamento do DNA@ 4D, O acimulo
dessa proteina pode ocorrer devido a outros fatores, como
associacdo com proteinas virais, falhas na sua degradacéo,
ou até mesmo ser identificada em sua funcéo biolégica
normal, gerando resultados falso-positivos(* 3Y. Sendo
assim, consideracdes técnicas, como escolha do anticorpo,
fixacdo do tecido e protocolo de recuperacdo antigénica,
podem interferir no padrdo da imunopositividade, influen-
ciando os resultados obtidos®®.

O tabaco e o alcool estdao bem estabelecidos como
fatores etiolégicos exdgenos no desenvolvimento e na
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progressao dos carcinomas intrabucais; diferentemente, os
carcinomas localizados em labio inferior recebem bastante
influéncia da exposicdo a radiacdo solar®” %32, Dessa forma,
a amostra desse estudo foi dividida em dois grupos, de
acordo com sua localizacéo (intrabucal e labio inferior).

No presente estudo, observou-se a expressdo da proteina
p53 nos carcinomas com localizacéo em labio inferior em 19
casos (95%) quando utilizado o clone DO-7 e em 15 casos
(75%) para o PAb-240. Em um estudo conduzido por Horta
et al.®), foi avaliada uma série de 21 carcinomas de labio,
obtendo-se expressao positiva da proteina p53, verificada
pelo clone DO-1 em 85,7% dos casos avaliados. Em uma
analise de 79 carcinomas de labio, Garcia-Montesinos-Perea
et al. 19 verificaram imunopositividade para a proteina p53
por meio do clone DO-7 em 70,6% dos casos. Em relacdo
aos casos com localizacdo intrabucal, foi observado nesse
estudo expressao positiva da proteina p53 em 13 casos (65%)
para o anticorpo DO-7 e em 9 casos (45%), para o PAb-240.
Cruz et al.™, em uma andlise de carcinomas intrabucais,
verificaram a expressdo da proteina p53 em 33 casos (60%
dos avaliados), utilizando o anticorpo DO-7. Estudos realiza-
dos por Schoelch et al.®, em uma amostra de 35 casos de
CCEB intrabucais, observaram imunopositividade para p53,
utilizando o anticorpo DO-7 em 18 casos (51,4%). Quando
comparados aos trabalhos similares descritos na literatura,
os resultados imuno-histoquimicos obtidos nesse estudo
mostraram percentuais de imunopositividade semelhantes,
embora haja divergéncias no perfil da amostras, nos proto-
colos imuno-histoquimicos, nos anticorpos selecionados e
na forma de analise dos resultados obtidos.

A expressao da proteina p53 em ambos os clones
avaliados predominou nos casos de carcinomas de labio
inferior (DO-7 - 95%, PAb-240 - 75%) em relacdo aos
intrabucais (DO-7 - 65%, PAb-240 - 45%), porém sem
diferenca estatisticamente significativa quando os indices de
area foram comparados. Com objetivo de avaliar mutagGes
no gene TP53 em cancer de labio e com localizagao intra-
bucal, Ostwald et al.®? verificaram que a presenca e o tipo
de mutacdes desse gene estdo associados as diferencas de
localizacdo da lesdo, estando a radiacdo solar relacionada
com um tipo especifico de mutacédo, com padréo diferente
dos CCE intrabucais, em que se observou estreita relacéo
com o tabaco. Dessa maneira, a localizacdo dos tumores
que afetam a boca deve ser considerada no estudo da
molécula p53. Outro ponto que deve ser valorizado no
desenho do estudo e que pode influenciar nos resultados
sdo as condicdes sociocultural e geogréfica da populacéo
em analise® 39,

Embora existam diversos trabalhos na literatura que
correlacionam a expressdo da proteina p53 nos CCEB, a
maioria utiliza o anticorpo monoclonal anti-p53 DO-7,
que reconhece a proteina em sua conformacdo selvagem
e mutada, identificando um epitopo localizado entre os
aminoacidos 21 a 2569, Neste estudo, foram incluidos
os clones DO-7 e PAb-240 por reconhecerem dominios
especificos e distintos da proteina p53, com a finalidade de
avaliar e comparar suas expressdes em CCEB. O anticorpo
monoclonal PAb-240 reconhece um epitopo altamente
conservado entre as espécies, localizado em humanos, entre
os aminoacidos 213 a 21749 com especificidade somente
para a conformacdo mutada da proteina p53¢2.

Ao comparar a expressdo da proteina utilizando-se dois
marcadores direcionados a diferentes epitopos da proteina
p53, foram verificadas diferencas quantitativas de marcacéo
nos anticorpos estudados. A marcacdo foi mais evidente
com o anticorpo DO-7 quando comparado ao PAb-240
(p > 0,05) independentemente do grupo de lesdo, o que
vai de encontro aos trabalhos de Gonzalez-Moles et al.,®
e Harlozinska et al.,"® em estudos desenvolvidos em |i-
quen plano oral e carcinomas de ovario, respectivamente.
Jayasurya et al.®® investigaram a expresséo da proteina
p53 (clones DO-7 e PAb-240) em 348 tumores malignos
da cavidade bucal, verificando que o anticorpo DO-7 mos-
trou-se mais expresso em intensidade e quantidade quando
comparado ao PAb-240. Os resultados do presente estudo
em associacdo aos estudos supracitados confirmam a iden-
tificacdo de sequéncias diferentes da proteina p53 por esses
biomarcadores (clone DO-7 e PAb-240), e esse fato deve ser
considerado na analise dos resultados imuno-histoquimicos.
Sendo assim, a utilizacdo de anticorpos que identificam a
proteina nativa e/ou selvagem pode justificar em parte
os resultados conflitantes na analise da imunoexpressao
da proteina p53 nos CCEB, comumente observados nos
estudos investigados.

Os avancos das técnicas de biologia molecular e a possi-
bilidade de identificacdo de mutacdes no gene TP53 impul-
sionaram estudos com o objetivo de melhor compreender
a participacdo desse gene no desenvolvimento e na pro-
gressao dos CCEB. Contudo, como a maioria das mutacdes
encontrada no gene TP53 sdo mutacdes do tipo missense®”,
que ocasionam acimulo da proteina alterada no nicleo
das células, acredita-se que a expressdo observada pela
imuno-histoquimica seja reflexo das alteracdes nesse gene.
Nesse sentido, o estudo de técnicas de andlise de mutacao
no gene TP53 é necessério para confirmagdo de resultados
obtidos com a técnica imuno-histoquimica, podendo assim
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determinar os melhores anticorpos a serem empregados e
estimar o papel desse biomarcador no CCEB.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi
possivel observar que a expressao da proteina p53 é um

* p. 335-342 + agosto 2009

evento comumente observado nos CCEB, tanto em loca-
lizacdo intrabucal quanto labial, sugerindo a ocorréncia
de mutagdes no gene TP53. As diferencas quantitativas
obtidas entre os anticorpos estudados, independentemen-
te da localizacdo das lesdes, refletem uma especificidade
distinta entre os clones DO-7 e PAb-240 em CCEB. O
desenvolvimento de mais estudos sera fundamental para
estabelecer o anticorpo mais adequado para avaliacdo da
proteina p53 em CCEB.
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