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Associacdo entre a presenca da proteina p53 e 0 grau de diferenciacdo em
carcinomas ductais invasivos de mama

Association of p53 protein expression and degree of differentiation in infiltrating ductal breast
carcinomas

Marcia Sanae Siroma?!, Fausto Farah Baracat?

RESUMO

Objetivo: avaliar aexpressdo da proteina p53 no carcinomade mamaductal invasivo e avaliar asuaassociagdo com o grau
histol6gico e o grau nuclear. M étodos. foram incluidas sessenta e cinco mulheres atendidas consecutivamente, entre julho
de 1999 e julho de 2001. Todas tiveram diagndstico de carcinoma primario de mama ductal invasivo. As pacientes foram
primeiramentetratadas por terapiacirlrgicaconservadoraou mastectomia. Nenhuma paci ente recebeu terapianeoadj uvante.
Osespécimes cirtirgicos dostumores foram fixados em formalinaa 10%, posteriormenteincluidos em parafina e conservados
para andlise imuno-histoquimica. A expressdo da proteina p53 foi avaliada. Foi utilizado o anticorpo primério monoclonal
anti-humano p53 DO — 7 (DAKO). As distribuicdes das freqiiéncias foram avaliadas pelo teste do 2. O valor p<0,05 foi
considerado significante. Resultados: a expressao da p53 foi detectada em 24 (36,9%) dos 65 carcinomas. Entre os casos
com expressao da proteina, 13 (54,2%) tinham alto grau histolégico (grau I11). Oito casos (33,3%) tinham grau |l e, 3 (12,5%)
foram de grau |. Naandlise do grau nuclear, entre 0s casos que expressaram a proteinaforam observados 13 (54,2%) grau 3,
9 casos (37,5%) grau 2 e dois casos (8,3%), grau 1. A expressao da proteina p53 foi freqliente nos carcinomas com alto grau
histoldgico e nuclear. Conclusio: a expressio da p53 esteve associada com grau histoldgico de forma significativa. Por
outro lado, o grau nuclear ndo esteve relacionado significativamente com a expressdo da p53.

PALAVRAS-CHAVE: Proteinasupressorade tumor p53; Oncogenes; Progndstico; Carcinomaductal de mama; Neoplasias
mamérias

ABSTRACT

Purpose: to assess p53 protein expression in infiltrating ductal breast carcinoma and to analyze its association with
histological and nuclear grade. M ethods: sixty-five consecutive femal eswho were diagnosed with primary infiltrating ductal
breast tumor from July 1999 to July 2001 were included in the present study. Mean patient age at diagnosis was 69.2 years
(range 41 — 90). All patients were first treated with surgical therapy, conservative surgery or mastectomy. None of the
patients received any preoperative adjuvant therapy. Resected breast tumor specimens were fixed in 10% formalin, paraffin
embedded, and conserved for immunohistochemical analysis. p53 protein expression was evaluated. Primary monoclonal
anti-human p53 antibody DO-7 (DAKO) was used. Frequency distributionswere tested by the x? test. A level of p<0,05 was
considered significant. Results. p53 expression was detected in 24 (36,9%) of 65 carcinomas. Of the cases with protein
expression, 13 (54,2%) were high or histological gradelll, 8 (33,3%), weregradell, 3 (12,5%) weregrade|. On nuclear grade
analysis, of the cases with protein expression, 13 (4,2%) were nuclear grade I11, 9 (37,5%) were grade |1 and 2 (8,3%) were
grade|. p53 expression was frequent in carcinomas with high histological and nuclear grades. Conclusions: p53 expression
was significantly associated with the histological grade. On the other hand, nuclear grade was not significantly related to
p53 expression.
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Introdugdo

O cancer de mama permanece como O se-
gundo tipo mais freqiiente no mundo e o primeiro
entre as mulheres. O nimero de casos Novos es-
perados para o Brasil em 2006 é de 48.930, com
incidéncia estimada de 52 casos a cada 100 mil
mulheres?.

E a doenca altamente heterogénea tanto bio-
lI6gica quanto clinicamente2. Esfor¢os estdo sendo
feitos para diminuir a mortalidade pelo cancer de
mama por meio da detec¢do precoce que permite
tratamento e melhor prognéstico das mulheres
afetadas3. A avaliacdo das caracteristicas
histolégicas do tumor é utilizada rotineiramente
para verificar a extensédo da doenca, sua provavel
evolucado e para uma deciséo terapéutica*s. Con-
tudo, algumas pacientes com caracteristicas tu-
morais favoraveis apresentam rapida progressao
da neoplasia e eventualmente algumas delas fa-
lecem em decorréncia da mesma ou apresentam
recorréncia dentro de um periodo de cinco anos
de seguimento®. Estas desigualdades podem ser
devido a diferentes caracteristicas da biologia
tumoral”.

Pesquisas em biologia molecular tem per-
mitido a identificacdo de alteragbes em diferen-
tes proto-oncogenes e genes supressores tumorais,
0s gquais em varias combinacdes contribuem para
0 desenvolvimento dos tumores®. A alteracao no
gene supressor tumoral p53 é a mais comum des-
crita no cancer de mama, sugerindo o desempe-
nho de um papel central no desenvolvimento des-
ta doenca maligna®°12.

O p53 é um gene supressor tumoral locali-
zado no brago curto do cromossomo 17 e codifica
uma proteina de 393 aminoacidos, a proteina p53,
que controla a progressao de células da fase G1
para a fase S do ciclo celular, atuando como regu-
lador negativo do crescimento celular em respos-
ta a ocorréncia de dano ao DNA com o intuito de
restaurar a integridade genémica. A proteina p53
além de promover o reparo do DNA, atua também
no controle da apoptose® 71314,

O gene p53 esta comumente mutado no can-
cer humano e a sua proteina mutada perde a fun-
¢do, atuando como oncogene. Além da modifica-
¢do de suas caracteristicas funcionais, a meia-
vida, que em condi¢fes normais € de aproximada-
mente 20 minutos, aumenta para varias horas
acumulando-se no nucleo celular, caracterizan-
do-se a superexpressao. A proteina p53 mutada
pode ser um passo critico para o desenvolvimento
de tumores*.

Existem evidéncias de que a superexpres-

sao da p53, esta envolvida na progressao do can-
cer de mama, e que ocorre sua associacdo com o
pior progndéstico’ 315, O valor progndstico da pre-
senca da proteina p53 no carcinoma de mama é
motivo para muitos estudos!®. Alguns pesquisa-
dores concluem que a expressao da proteina p53
nao tem valor prognoéstico independente?. No en-
tanto, a importancia do significado prognéstico do
grau histoldgico tem sido demonstrado em inu-
meros estudos!!. Desta forma, a avaliagdo da com-
binacao de fatores progndosticos pode ser de utili-
dade na pratica clinica, para fazer-se estimativa
do prognéstico de pacientes com céancer de
mama?e.

Decidimos, entdo, avaliar a associacao da
presenca da proteina p53 no carcinoma mamaéa-
rio ductal invasivo com o grau histolégico e o
grau nuclear, pois os dois ultimos séo fatores
progndésticos, ja estabelecidos para o cancer de
mama.

Métodos

Desenvolvemos estudo retrospectivo, por
meio de laminas histolégicas obtidas de 65 pa-
cientes consecutivas do sexo feminino com car-
cinoma de mama ductal invasivo. Incluimos no
estudo pacientes tratadas cirurgicamente no De-
partamento de Oncologia do Hospital Sao Cristo-
vao (Sao Paulo - Brasil). Tais pacientes foram
atendidas no periodo de julho de 1999 até julho
de 2001. Foram entao selecionadas para este le-
vantamento, somente carcinomas ductais
invasivos. Excluimos os tumores diferentes dos
ductais invasivos, especiais, in situ, recidivantes
e metastaticos. A idade das pacientes variou de
41 a 90 anos, com média de 69,2 anos e mediana
de 71 anos. Verificamos maior concentracao
(55,4%) entre as faixas de 61 a 80 anos. A maio-
ria das pacientes (87,7%) estava na pos-meno-
pausa. Quanto ao estadiamento clinico, 29 pacien-
tes (44,6%), foram classificadas em |, 23 pacien-
tes (35,4%), em lla e as demais 13 (20%) distri-
buiram-se em 1IB, IlIA e Il1IB. Nenhuma paciente
recebeu tratamento prévio ao procedimento ci-
rdrgico. Foram tratadas com cirurgia conserva-
dora 43 pacientes (66,2%) e 22 (33,8%) com mas-
tectomia. O tratamento adjuvante consistiu em
radioterapia para todos os casos e hormoniotera-
pia e quimioterapia conforme indicacao clinica.
O estudo obteve a aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa do referido hospital.

A graduacdo histolégica foi baseada no sis-
tema descrito por Bloom e Richardson e modifi-
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cado por Elston e Ellis'’. Neste sistema, consi-
deram-se os aspectos de formacao tubular,
pleomorfismo nuclear e indice mitético. Para
cada parametro atribuimos os escores 1, 2 ou 3.
Desta forma, em relagdo a formacao tubular,
atribuiu-se escore 1, 2 e 3 quando esta foi en-
contrada em proporc¢ao maior que 75%, entre 10
a 75% e menos que 10%, do tumor formando
tdbulos, respectivamente, sempre com objetiva
de 40 vezes. Na avaliacdo do pleomorfismo nu-
clear, nos servimos do seguinte critério: quan-
do os nucleos eram pequenos, com discreto
aumento no tamanho em comparacédo com o de
células epiteliais normais, apresentando contor-
nos e uniformidade da cromatina, foi atribuido 1
ponto ou grau nuclear 1. Um escore de 2 pontos
foi conferido quando os nucleos das células eram
maiores que o normal, vesiculares com
nucléolos evidentes, existindo moderada varia-
¢do em ambos, no tamanho e na forma, conside-
ramos grau nuclear 2. Quando os nucleos apa-
rentavam bem maiores e bizarros com nucléolos
multiplos um escore 3 foi apropriado ou grau
nuclear 3. A analise microscépica do padréao
nuclear foi feita por meio de campos com objeti-
va de 40X (aumento de 400 vezes). O indice
mitético foi avaliado pela leitura de 10 campos
também com objetiva de 40X, considerando-se
escore 1 quando havia até 7 mitoses, escore 2
de 8 a 14 mitoses, e escore 3 se houvesse mais
de 15 mitoses. ApdGs a avaliacdo dos trés aspec-
tos histoldgicos, foi obtido uma somatéria e, a
partir dela, os carcinomas foram graduados em
grau | (bem diferenciado): 3 a 5 pontos; grau Il
(moderadamente diferenciado): 6 e 7 pontos e
grau Il (pouco diferenciado): 8 e 9 pontos.
Utilizamos o método imuno-histoquimico e
a estreptoavidina-biotina-peroxidase para avaliar
a presenca da proteina p53257.11.1418 Para a
feitura da técnica imuno-histoquimica utilizamos
materiais fixados em parafina por meio de lami-
nas histolégicas, previamente tratadas com 3-
aminopropil-trietoxi-silano (ATPS), para evitar
que os cortes de 3 a 5 micra descolassem no tra-
tamento de recuperacdo antigénica, e apos
desparafinizagéo, por meio de banhos de xilol, &l-
cool absoluto, alcool 95%, &lcool 80% e alcool 50%,
foram reidratados, mergulhados em tampao
citrato 0,01 M pH 6,0, para recuperacao
antigénica de 15 a 30 minutos no forno de micro-
ondas em poténcia variavel de 1 a 10; apoés es-
friar bloqueou-se a peroxidase endégena, utilizan-
do-se banhos de peroxido de hidrogénio (H,0,) 10
volumes por 3 a 5 minutos cada. Os cortes foram
entdo incubados 16 a 18 horas, a temperatura de
2°C a 8°C com o anticorpo primario DO-7 especi-
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fico monoclonal mouse anti-human p53-protein (La-
boratério Dako) diluido 1:100 em solucéo salina.
Apos este procedimento fez-se uma segunda in-
cubacdo com um anticorpo secundario (anti-
mouse/kit Dako), durante 30 a 40 minutos em
estufa a 37° C. A seguir, incubou-se com
estreptoavidina (peroxidase conjugada/kit Dako),
durante 30 minutos a 37°C.

Para revelacdo foi necessario incubar por
2 a 10 minutos as laminas em soluc¢édo do
substrato diaminobenzidina (DAB), 0,06 g em 100
mL de solu¢éo tampéo PBS 0,01 M pH 7,4 (apro-
ximadamente) com 2 mL de peréxido de hidrogé-
nio (H,0,) 10 volumes. Corou-se com hematoxi-
lina de Harris. As laminas foram desidratadas
em alcool 80% - 95%, a &lcool absoluto. Foram
passadas em alcool-xilol — xilol puro e montadas
com Entellan e laminulas. Utilizou-se para
parametro um fragmento fortemente positivo
para p53, como controle positivo e 0 mesmo ma-
terial processado sem o anticorpo primario ser-
viu de controle negativo. O material foi subme-
tido & anélise em microscopia com magnificacéo
de 40 vezes, campos com diametro de 490 micra.

O tumor foi considerado positivo para a pro-
teina p53 mutada se pelo menos 10% dos nucleos
estivessem corados. Foram avaliados aproximada-
mente 500 células de cada caso.

A analise histopatolégica de toda amostra
foi realizada por um unico observador e revisa-
da em duas diferente ocasifes.

Para avaliacdo estatistica dos dados obtidos,
todas as frequiéncias observadas foram colocadas
numa tabela de contingéncia e, com a finalidade
de comprovar a hipo6tese de pesquisa, testando a
associacdo das variaveis, aplicamos o teste do y?
de Pearson, ao nivel de significancia de 0,05.

Resultados

A expressao da proteina p53 foi verificada em
24 (36,9%) e foi negativa em 41 casos (63,1%). Ao
avaliarmos o grau histoldgico, obtivemos 12 (18,5
%), 35 (53,8%) e 18 (27,7%) carcinomas com grau
histolégico I, Il e Il respectivamente. Na analise
do pleomorfismo nuclear, verificamos 8 (12,3%),
34 (52,3%) e 23 (35,4%) carcinomas com grau nu-
clear 1, 2 e 3 respectivamente.

Entre os carcinomas com expressao da pro-
teina, observamos 3 (12,5%), 8 (33,3%) e 13
(54,2%) casos com grau histolégico I, 1l e Il res-
pectivamente. Na avaliacdo do pleomorfismo nu-
clear dentre os casos que expressaram a protei-
na, obtivemos 2 (8,3%), 9 (37,5%) e 13 (54,2%)
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casos com grau nuclear 1, 2 e 3 respectivamen-
te. Quanto ao grau de diferenciacdo histoldgica,
verificamos que mais da metade dos carcinomas
que expressaram a proteina p53, eram grau nu-
clear 3 e grau histolégico Ill. Conforme pode ser
avaliado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Distribuicdo dos escores de grau nuclear, baseado no sistema descrito por
Elston e EllisY’, em 65 carcinomas de mama ductal invasivo em relagdo a condigéo da
proteina p53 analisada por técnica imuno-histoquimica

Grau nuclear Pacientes p53 positiva  p 53 negativa
n (%) n(%) n(%)
1 8 (12,3%) 2 (8,3%) 6 (14,6%)
2 34 (52,3%) 9 (37,5%) 25 (61%)

(
3 23 (35,4%) 13 (54,2%) 10 (24,4%)
Total 65 24 41

n: ndmero.
p > 0,05 (ndo significante).

Tabela 2 - Distribuicdo do grau histolégico, baseado no sistema descrito por Elston e
Ellis*’, em 65 carcinomas de mama ductal invasivo em relacéo a expressao da proteina
p53, avaliada técnica imunohistoquimica

Grau histolégico Pacientes p 53 positiva p 53 negativa

n(%) n(%) n(%)
| 12 (18,5%) 3 (12,5 %) 9 (22,0%)
I 35 (53,8%) 8 (33,3 %) 27 (65,8%)
1l 18 (27,7%) 13 (54,2 %) 5 (12,2%)
Total 65 (100%) 24 (100 %) 41 (100%)

n: ndmero.
p = 0,001 (significante).

Ao aplicarmos os testes estatisticos para tes-
tarmos o nivel de correlacdo entre o grau nuclear
e a positividade da proteina p53, obtivemos p=0,052
(p>0,05), ou seja, ndo houve correlagéo significa-
tiva. Por outro lado, ao testarmos o nivel de signi-
ficAncia entre o grau histolégico e a positividade
da proteina p53, obtivemos p=0,001 (p<0,05), mos-
trando associacdo positiva entre as variaveis es-
tudadas.

Discussao

A magnitude do problema do cancer de mama
impbe, cada vez mais, a necessidade de conhe-
cermos melhor os seus fatores prognosticos, tan-
to para orientar tratamento adequado assim como
para entender sua evolucdo. Existem varios fato-
res progndsticos, alguns com valores ja estabele-
cidos e seguros para serem utilizados na rotina
clinica. Outros, entretanto, ainda constituem

motivo para importantes controvérsias, sendo alvo
de muitos estudos. Nos ultimos anos tém-se veri-
ficado crescente interesse em marcadores mole-
culares, mas ainda nédo se definiu, de forma cla-
ra, a sua utilidade na pratica clinica'*1¢,

A superexpressao da proteina p53 em can-
cer de mama é encontrada numa frequéncia de
15 a 50%°51°, conforme constatado pela maioria dos
pesquisadores®>”11141519 No presente estudo, o
valor encontrado foi 36,9%. Entretanto, alguns
pesquisadores obtiveram freqUéncia maior que
61%20—22.

Estas discrepancias talvez possam ser
explicadas pelo uso de anticorpos variados, dife-
rentes critérios leitura, particularidades da téc-
nica e heterogeneidade da populacao estudada®®2.
Neste trabalho,, utilizamos o anticorpo monoclonal
DO-7 e interpretamos a expressao da proteina p53
quando mais que 10% das células neoplasicas apre-
sentaram nucleos corados, critérios que estdo em
concordancia com parte dos autores®7111424  Qu-
tros pesquisadores, apesar de terem utilizado tam-
bém o anticorpo monoclonal DO-7, adotaram como
critério de interpretacéo para a expressao da pro-
teina a partir de 5% das células neoplasicas com
nucleos corados®??, sendo que num dos trabalhos,
a porcentagem da superexpressao da p53 foi de
61,8%%.

Anticorpos monoclonais Pab1801 Ig2a, e DO1
foram utilizados em alguns estudos*®'215 e em
uma destas pesquisas 0s autores'? verificaram
54,8% de superexpressao da p53, considerando
casos positivos quando mais do que 10% de célu-
las tumorais estivessem coradas. Alguns pesqui-
sadores utilizaram anticorpos policlonais RSp53
ou CM12:2325.26 o obtiveram 68,2%, 40%, 54,8% e
21,4 % de expressao da proteina p53, consideran-
do os nucleos corados das células neoplasicas
numa porcentagem de 107, 123, 20?5 e 10%?%, res-
pectivamente.

Alguns pesquisadores graduaram a colora-
¢ao dos nucleos das células neopléasicas atribuin-
do escores de 1+, 2+ ou 3+, conforme a quantidade
de células expressando a proteina, entretanto, ao
final, indicaram a totalidade encontrada da expres-
sao da proteina, ou seja, 36,2%¢e 19,28 %?3.

Em relacdo ao uso de anticorpos monoclonais
e policlonais, ndo percebemos a diferenca entre
empregar um ou outro, pois basicamente a técni-
ca do procedimento é semelhante independente
do anticorpo e as dilui¢cbes também nao depende-
ram do tipo, variando de 1:50, 1:70, 1:100, 1:120,
1:200, 1:300, 1:400. Para nosso estudo utilizamos
a diluicdo 1:100 assim como alguns autores?511.14,

A técnica imuno-histoquimica, embora
conceitualmente avancada, podem sofrer varia-
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¢Oes devido aos reagentes utilizados, diversidade
de anticorpos e a técnica de recuperacéao
antigénica, conservacéo e fixacdo do material néo
€ padronizada entre as diferentes instituicfes?c.
O uso de materiais fixados e guardados em arqui-
vos, embora comum, é problematico por causa da
possibilidade da degradacéao interferindo na inten-
sidade da coloracdo®®. Todavia, a técnica imuno-
histoquimica representa o procedimento mais
adequado para avaliar a expresséao da proteina p53
no cancer de mama'2.

Optamos em avaliar os carcinomas ductais
invasivos, uma vez que este é o tipo histoldgico
mais comum pois consideramos que cada tipo
apresenta uma particularidade. Por outro lado, o
intuito foi organizar amostragem com caracteris-
tica homogénea. Alguns pesquisadores também
estudaram somente carcinomas do tipo ductal in-
vasivo®®1523 Qutros pesquisaram carcinoma
ductal in situ?®2224_ Contudo, outros autores inclu-
iram mais de um tipo histoldégico em seus traba-
Ihos, chegando porém, a mesma conclusao quan-
to a presenca da p53 estar associada ao grau his-
tolégico. Foram incluidas na amostragem carci-
nomas ductais invasivos, lobulares invasivos, me-
dulares e outros!t26:27,

Quanto a analise do grau histologico, utili-
zamos o sistema descrito por Bloom e Richardson
e atualizado por Elston e Ellis que é importante
método para o diagndstico histopatoldgico!’. A abor-
dagem morfolégica do grau de diferenciagéo, ape-
sar de resultar em uma informacédo progndstica
util no cancer de mama, apresenta problemas de-
vido a falta de reprodutibilidade entre os patolo-
gistas?. E essencial ter um protocolo definido com
os critérios de avaliagcdo e que seja aderido pelos
observadores para melhorar a reprodutibilidade?’.

Neste estudo relacionamos a expressdo da
proteina p53 com o grau de diferenciagdo. Em nossa
amostragem, os graus histoldégicos apresentaram-
se relacionados a superexpressao da proteina p53,
seguindo o que é encontrado na literatura®111923,
Porém, dentre os elementos que compdem o grau
histolégico, o grau nuclear vem ganhando desta-
que, pois outro método que também é utilizado para
a graduacdo dos carcinomas de mama é aquele
no qual apenas o pleomorfismo nuclear é avalia-
do?. Partindo desta observacdo e sabendo que a
graduacdo histoldgica depende dos escores do grau
nuclear, resolvemos avaliar cada um desses as-
pectos em relacdo a presenca da p53 e, de certa
forma, testando sua sensibilidade.

Em nossa pesquisa verificamos que, dentre
0S carcinomas que expressaram a proteina p53,
obtivemos a maior porcentagem (54,2%) com grau
histolégico Ill, e quanto ao grau nuclear observa-
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mos de forma coincidente (54, 2%) grau 3. Anali-
sando estes resultados, percebemos que o maior
predominio da superexpressao da p53 foi verifica-
do em carcinomas com alto grau histolégico e tam-
bém com alto grau nuclear. Entretanto, quando
aplicamos o teste estatistico, com a finalidade de
comprovar a hipétese da pesquisa, obtivemos como
resultado uma relacdo significativa entre o grau
histoldgico e a presenca da p53. Porém, no tocan-
te ao grau nuclear, ndo se observou associagéo
significante, mas observamos tendéncia para tal.
Diante desses resultados podemos afirmar que a
avaliacdo da presenca da proteina p53 no carcino-
ma de mama ductal invasivo é de valor quando
relacionada ao grau histolégico. Todavia, ndo se
dispde ainda, na literatura, de muitos trabalhos
referentes a associacdo da expressdo da proteina
p53 com grau nuclear somente, e os resultados
sao controversos. Assim, alguns pesquisadores nao
observaram associacao significativa entre a ex-
pressao da p53 e o grau nuclear e nem com o grau
histolégico?®, contrariando, em relagdo ao segun-
do item, a maior parte dos pesquisadores e tam-
bém a nossa pesquisa.

Por outro lado, outros autores??4, verifica-
ram associacao significativa entre a expressédo da
p53 e o grau nuclear. Tal discordancia em relacao
aos nossos resultados pode dever-se ao fato, de que
em um dos estudos?*, apesar de, como nds, terem
utilizado anticorpos monoclonais, incluiram em
sua amostragem, apenas carcinomas ductais in
situ, ao contrario da nossa casuistica na qual es-
tudamos carcinomas ductais invasivos. Por sua
vez, em outra pesquisa?! utilizaram anticorpos
policlonais diversos dos nossos, além de incluirem
na amostragem carcinomas intraductais e
invasivos a0 mesmo tempo.

Concluimos que a proteina p53 apresenta
associacao significativa com o grau histologico em
carcinomas ductais invasivos. Sabe-se que, para
utilizar qualquer parametro prognéstico na prati-
ca clinica, é necessario embasamento em pesqui-
sa de literatura. A associacao entre p53 e grau
histolégico vem sendo comprovada por varias pes-
quisas, porém relacionado ao grau nuclear ndo se
tem ainda uma defini¢do, sendo necessarios ou-
tros estudos para melhor esclarecimento.
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