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Introducéo

A proteina p53 desempenha um papel central na resposta celular que inclui
a parada do ciclo celular permitindo o reparo do dano no DNA, ou indugdo
da morte celular. A perda da funcdo dessa proteina pode levar a proliferagdo
celular desordenada, aumento da sobrevida da célula e resisténcia as drogas
quimioterdpicas. O gene supressor de tumomb53 é alterado em diversas
neoplasias, entre as quais se incluem as neoplasias hematoldgicas. Estas
alteragbes sdo, em sua maioria, mutagbes que levam a perda da capacidade
da proteina p53 de regular a transcricdo de diversos genes envolvidos em
importantes processos da célula. Ao contrdrio da proteina selvagem, cuja
degradacdo ocorre rapidamente depois da sintese, as formas mutadas da
proteina tém a meia vida aumentada e se acumulam dentro da célula
possibilitando a detecgdo por imunohistoquimica. As mutagbes do geng53
ocorrem com uma freqiiéncia em torno de 12.5% nas neoplasias
hematoldgicas, no entanto, em alguns tipos de linfomas ndo Hodgkin (LNH),
particularmente, nos linfomas de Burkitt, freqiiéncias superiores tém sido
observadas. A maior parte das mutagbes do gene p53 sdo mutagdes do tipo
missense e ocasionam perda da funcdo e estabilizacdo da proteina.
Entretanto, alta expressdo da proteina selvagem também tem sido detectada
por imunohistoquimica, o que indica uma discrepancia entre mutacdes do
gene e detecgdo da proteina.

O objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo dos métodos usados para
identificar as alteragbes do gene e da proteina p53 com énfase nas neoplasias
linféides, visando determinar o seu envolvimento nessas neoplasias.
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brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) e codifica
uma fosfoproteina nuclear de 53 kD que contém

Oncogenes e genes supressores de tumor tém 393 aminoacidos. Esta proteina é capaz de se ligar
sido associados a diferentes tipos de neoplasias, a sequéncias especificas do DNA sendo um fator
sendo o gene p53 0 que com maior freqiéncia de transcricdo que controla de forma positiva ou
apresenta alteracdes (1). Este gene localiza-se no negativa a expressédo de diversos genes envolvidos
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em vaérias vias celulares. Dentre as vias mais
importantes se destacam a inibi¢do da replicacéo
do DNA, funcionando como uma molécula de
check pointda progressao da célula no ciclo celular
da fase G1 para a fase S e também da fase G para
fase M. Desta forma, é garantida a manutenc¢do da
integridade do genoma e o controle da proliferacao

p53 at
niveis el

e

Interacdo com

celular (2, 3) [Figura 1]. Adicionalmente, a p53
também esta envolvida na apoptose, embora uma
via de apoptose independente da p53 tenha sido
identificada (4).

Ao contrario dos outros genes supressores
de tumor que sdo inativados por perda alélica, o
gene p53 distingue-se pela alta freqiéncia de
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Figura 1. Heterogeneidade das vias de sinalizagdo utilizadas pela proteina p53 em seu papel de “guardia

do genoma”
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Figura 2. Diferentes mecanismos de inativacdo da proteina p53

mutacdes (5). A maioria dessas mutacBes € do
tipo missense (troca de um nucleotideo) e altera a
funcdo normal da proteina p53. Como resultado
de mutac¢des pontuais, a proteina tem sua meia
vida aumentada e se acumula nas células tumorais
(6). Também, embora em menor freqiiéncia, as
mutagdes podem ser do tipo nonsenseem virtude
de delecdes de porcdes do gene ou insercdo de
nucleotideos. Este tipo de mutacdo pode levar a
um stop codon(parada da leitura do RNA
mensageiro) alterando a proteina e, em Ultima
analise, a ocorréncia de uma proteina truncada
[Figura 2]. Em sintese, a inativagdo da proteina
p53 por mutacgéo, perda, sequestracdo ou ligagdo
a outras proteinas como proteinas virais, pode
levar ao aumento da proliferagdo, instabilidade
genbmica e perda de importantes mecanismos de

controle do ciclo celular (7). Por outro lado, muitos
quimiotergpicos utilizados no tratamento das
neoplasias promovem dano no DNA e
consequente inducao da apoptose via p53. A perda
desta funcdo pode resultar em resisténcia a
apoptose e falha terapéutica (8).

E possivel avaliar o impacto no meio cientifico
da pesquisa do gene p53 e sua proteina, pelo
numero de pesquisas realizadas até o momento
(9). A posicado de guardid da integridade do
genoma (7) exerce uma incontestavel seducao
intelectual. Com efeito, depois de sua descoberta
em 1979 (10), o gene p53 tem quebrado todas as
teorias de definicdo de um gene tumoral; nem é
um oncogene, nem é um antioncogene, um pouco
dos dois, uma molécula incansavel, segundo
definicdo do pesquisador Pierre Hainaut (11).
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Nesta revisdo é discutida a metodologia e a
interpretacdo da presenca de alteragdes do gene
e proteina p53 nas neoplasias de origem linféide.
Para uma revisdo mais detalhada da funcdo da
p53, o leitor deve consultar publicacbes recentes
referentes a este tema (9, 12-14).

Meétodos de Analise do Gene p53

A grande variacao das alteracfes genéticas que
incluem dele¢cdes, insersdes, inversdes e
translocagfes permite a analise do DNA por varios
métodos, no entanto, para avaliacdo de mutagdes
envolvendo uma Unica base, ou grupos de bases,
€ necessaria a comparagdo com a forma selvagem.
O sequenciamento direto de um gene, as vezes
com varios kB de extensdo, é dispendioso, vagaroso
e impraticdvel quando o nimero de amostras €
grande. A alternativa mais racional € a utilizac¢do de
técnicas de screnning de mutacgdes seguidas por
seqlienciamento. Estas técnicas diferem em
sensibilidade e sdo baseadas em diferencas no
padrdo de migracdo eletroforético ou
comportamento cromatrogréafico entre os mutantes
e 0 DNA de referéncia (forma selvagem). Estes
métodos incluem:

Polimorfismo conformacional de fita sim-
ples de DNA (SSCP: Strand Conformational
Polimorphism)

E 0 método mais utilizado na anélise de
mutacOes e envolve trés etapas: i) amplificacdo
por PCR da regido do gene de interesse; ii)
desnaturacdo do produto de PCR; iii) eletroforese
da fita simples de DNA através de um gel com
pH neutro. As moléculas de fita simples de DNA
assumem uma complexa estrutura tridimensional
como resultado do pareamento de suas bases.
Fitas de igual tamanho, mas, com diferente
sequiéncia, tém alterada a sua estrutura secundaria
e migram com um padréo eletroforético diferente.
O SSCP permite a deteccdo de alteracdo na
seqUéncia nucleotidica como a troca de um
nucleotideo (15, 16), no entanto, a eficiéncia de
deteccdo é maxima quando a seqliiéncia tem 150
a 200 pares de bases (17). Também, é importante
analisar a migracdo em condicdes diferentes de
temperatura e forga ibnica 0 que permite uma
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melhor resolucdo de alguns mutantes. O SSCP
aumentou drasticamente a eficiéncia de
identificagdo de mutacdes, porém, sua maior
desvantagem é ser um método empirico. Até o
momento, ndo existe um algoritmo capaz de
prever o nimero de bandas de uma fita simples
e, géis contendo muitas bandas podem ser dificeis
de interpretar. Embora o SSCP possa detectar
guase 100% das mutagbes, com freqiéncia,
requer que uma variedade de condigbes seja
testada e o padrdo de separacdo de uma
seqliéncia génica ndo é reprodutivel para outra
(18, 19) [Figura 3a].

PCR-Heteroduplex

A técnica de PCR-heteroduplex baseia-se
na diferenca de mobilidade eletroforética entre
a dupla fita homoduplex e a heteroduplex. A
fita heteroduplex por possuir insercdo ou
delecdo, ndo é totalmente complementar,
havendo assim, a formacdo de alcas que irdo
causar diferenca de migracdo na eletroforese.
Esta técnica consiste em desnaturar o produto
do PCR de amostras contendo misturas de DNA
com o gene normal e mutado. Em seguida, o
pareamento das fitas simples ocorre a
temperatura ambiente, sendo esse produto
submetido a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida, com visualizacdo da migragdo
apo6s coloracdo pelo nitrato de prata (18-20).
Outras técnicas de screning de mutagbes como
a eletroforese em gel de gradiente de
desnaturacdo (DGGE), o PCR alelo especifico e
o0 teste da proteina truncada, sdo mais complexas
e portanto pouco utilizadas (19).

Seqiienciamento

A confirmagdo e identificagdo de possivel
mutagdo detectada pela alteracdo de migracao
no SSCP ou heteroduplex é feita por
sequienciamento. Na ultima década, o método
de término de cadeia descrito por Sanger (21,
22) sofreu significante refinamento com
automatizacdo, utilizacao de fluorocromos ligados
aos dideoxy dNTPs e leitura em laser de argonio.
O procedimento bésico compreende
desnaturacdo do DNA, anelamento do primer
com a fita simples, extensdo do primer pela
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Termosequenase em tubos com dNTPs néao
marcados e dideoxy dNTPs marcados com a *P
ou fluorocromos. O produto desta reagéo é entao
separado em gel de alta resolucdo contendo
poliacrilamida/uréia e a leitura da seqiiéncia é
obtida por exposi¢cdo em filme de raio X ou com
laser [Figura 3 b1, 3 b2].

Hibridizagéo in situ fluorescente (FISH)
A andlise do caridétipo de células tumorais é
atil para investigacdo de alteracdes envolvendo
0 cromossomo 17, com maior frequéncia as
dele¢bes do braco curto, localizagdo do gene p53
(23). O FISH combina a especificidade e
sensibilidade da hibridizacéo de acidos nucléicos
com a informacéo citogenética. O principio basico
¢ a capacidade intrinseca da fita simples de DNA
e RNA de anelar-se com a seqliéncia
complementar e formar uma fita dupla. O FISH
tem a vantagem sobre as técnicas tradicionais de
citogenética, pela possibilidade de estudar as
células em interfase eliminando a necessidade

de culturas de células (24). A dele¢do do locus
17p53 pode ser estudada por FISH usando uma
sonda (marcada com fluorocromo) para a regido
centromérica do cromossomo 17 e uma sonda
especifica para o locus do gene p53. Os sinais
sdo visualizados simultaneamente e a auséncia
do sinal p53 em um dos cromossomas é indicativa
de delecdo (25).

Meétodos de Detecgéo da Proteina p53

Imunohistoquimica

A proteina p53 selvagem é normalmente
presente no nucleo das células e tem meia vida
curta, ndo sendo detectada na maioria dos tecidos
normais. Em contraste, a forma mutada tem meia
vida prolongada sendo passivel de detec¢do por
técnicas imunoldgicas usando anticorpos
monoclonais (AcMo) anti-p53 (25-27). O método
da IH consiste na desparafinizacdo dos cortes,
exposicdo antigénica em panela de pressdo ou
forno de microondas, seguindo por marcagdo com
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Figura 3. Mutacdo no codon 248 (Exon 7) do gene p53 em um caso de linfoma de Burkitt. a) PCR-SSCP
mostrando alteracdo de migragdo indicativa de mutacdo (seta); b-1 e b-2) Seqlienciamento das fitas
sense e antisense respectivamente, mostrando a troca do nucleotideo guanina por timina e conseqtiente

substituicdo do aminodcido arginina por serina
(Resultados dos autores)
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Figura 4. Estabilizacdo da proteina p53 por mutacdo e deteccdo imunohistoquimica com Ac Mo anti-
p53 DO-7 no mesmo paciente com Linfoma de Burkitt ilustrado na figura 2.

Cortesia: Dra Lidia Magalhdes Cordeiro de Resende

0 AcMo e revelagdo [Figura 4]. A IH tem suas
limitacOes e a auséncia de marcagdo ndo significa
auséncia de alteracdo da proteina (falso
negativo). Inversamente, o acimulo da proteina
ndo é sinbnimo de mutacéo (25, 28). A auséncia
de expressdo da proteina pode ocorrer em
virtude de condicbes adversas de fixacdo do
tecido diminuindo a sensibilidade da técnica.
MutagBes do tipo nonsense podem impedir a
deteccdo da proteina. Por outro lado, a proteina
pode ser detectada em tecidos normais em
situacdes de inducdo fisiologica frente a
alteracdes acidentais do genoma. Uma forte
positividade na maioria das células tumorais
indica uma disfuncdo da proteina, podendo
corresponder & mutagcdo ou estabilizacdo por
outro mecanismo (28, 29).

Entre as técnicas existentes para investigacao
da inativagdo da p53, a IH é mais freqlientemente
utilizada. Entretanto, os resultados podem variar
pelo uso de diferentes anticorpos monoclonais,
modos de incubacdo, variagdes nos métodos de
recuperacao antigénica, subjetividade dos escores
e auséncia de um valor cutoff uniforme para definir
0S €asos positivos (29).
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Imunocitoquimica (ICQ)

A ICQ é um método de avaliagdo da expressdo
que permite utilizar células em suspenséo ou inprint
de tecidos tumorais e tem como vantagem a
correlagcdo dos resultados com o estudo
citomorfoldgico e a identificagdo precisa da
localizagdo da proteina na célula. A técnica utiliza
células previamente fixadas em lamina, que sdo
submetidas a permeabilizacdo e incubadas com
AcMo anti-p53 (30). A presenca da proteina é
revelada por meio da adi¢do do anticorpo secundario
com especificidade contra a imunoglobulina de
camundongo, que esta associado a um substrato
revelador. Este substrato pode ser uma peroxidase
ou uma fosfatase alcalina [Figura 5a].

Um fator limitante na deteccdo da p53 por
ICQ é a rapida degradacdo da proteina, sendo
necessaria a preservacdo do material em baixa
temperatura (-70 OC) (30, 31).

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo (CF) pode ser utilizada
como método de estudo da expressdo da p53 (32,
33). Esta metodologia distingue-se por ser pratica e
permitir avaliar a expressdo de mais de uma proteina
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envolvida no controle do ciclo celular e na apoptose,
tais como MDM-2, p21, Bcl-2, Bax e outras. Como
todas sdo proteinas presentes no citoplasma ou no
nucleo, é necessaria a permeabializacao prévia (34),
0 que possibilitarda o acesso dos anticorpos
conjugados a diferentes fluorocromos, cuja emissao
de luz, em diferentes comprimentos de onda, sera
lida e quantificada em cada célula [Figura 5b, 5c].

Este método tem vantagem em relacéo a ICQ
porque enquanto na ICQ a positividade é baseada
em um numero baixo de eventos (geralmente sdo
contadas 200 células), na CF sdo considerados
10.000 eventos, valor este mais representativo da
amostra estudada.

Western Blot

O western blofpara detecgdo da p53, embora
seja um método de alta especificidade e
sensibilidade, é pouco utilizado. Este método além
de demorado, tem muitas etapas que dificultam
sua aplicacdo principalmente em um numero
grande de amostras (35).

Discussao

p53 e neoplasias linféides
A frequéncia de muta¢cdes do gene p53 em
neoplasias de origem linféide é de 12.5% (36). No

entanto, em certos tipos histolégicos como a leucemia
linfoma T do adulto e o linfoma de Burkitt, tém sido
observadas freqliéncias de até 40% (37, 38).

A revisdo dos estudos do gene p53 e sua
proteina nas neoplasias linfoides, em primeira
instancia fornecem resultados que podem sugerir
conclus@es precipitadas. Em sua grande maioria, 0
desenho do estudo e/ou os métodos de andlise
estatistica ndo permitem uma avaliagdo adequada.
Nieder et al. (39), ao revisar toda a literatura sobre o
valor preditivo e progndstico de alteracdes do gene
p53 nos linfomas ndo Hodgkin, podem selecionar
sete estudos e, destes, 5/7 mostraram que mutacoes
estdo associadas a pior sobrevida (Tabela 1). Os
resultados mais expressivos foram observados no
linfoma de células do manto (40, 41, 42). Também
no grupo de linfomas de grandes células B, tratados
de forma homogénea e avaliados por Ichikawa et al.,
esta correlagdo pode ser estabelecida (43). No entanto,
com relacdo ao linfoma de Burkitt, uma neoplasia
linféide com alta freqliéncia de mutagdes do gene
p53, Preudhomme et al. (44) ndo observaram
correlacao entre mutacgdes e pior sobrevida, embora,
em estudo anterior, esta correlagdo tenha sido
sugerida por outros autores (45). A dificuldade de
analise em alguns estudos esta relacionada ao uso
de populagbes heterogéneas (46), diferentes
métodos de analise e objetivos ndo definidos.
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Figura 5. Expressdo da proteina p53 em um caso de Leucemia linféide crbnica

a) Deteccdo nuclear da proteina por ICQ; Deteccdo por Citometria de fluxo : b) Dot plot para selecdo de

células linfoides, c) Histograma da marcacdo com AcMo anti-p53 (DO-7 DAKO) mostrando expressédo

em 97% das células neoplasicas
(Resultados dos autores)
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Tabela 1. Sumario dos resultados da pesquisa de mutagbes do gene p53 por PCR-SSCP

e sequienciamento em linfoma ndo Hodgkin

Referéncia N° Tipo Estéagio Tratamento Anélise
pacientes Histolégico Multivariada

Koduru et al.* 237 L. Células B NR NR NR
baixo e alto grau

Ichikawa 102 L. Difuso de Todos QT S

Etal.” grandes células B

Hern%ndez 43 L. Células do manto lelv QT S

Et al.

Greiner et al.* 53 L. Células do manto NR NR S

Louie et al.” 23 L. Células do manto NR QT ou S

QT + RT

Preudhomme 48 L. Burkitt/ LLA- Todos QT NS

Et al.* L3 S

Gutierrez 21 L. Burkitt-like e L. el QT S

Et al.”® alto grau B

NR: ndo referido; QT: quimioterapia; RT: radioterapia;

Em outras neoplasias linféides, como a leucemia
linfoblastica aguda, a freqiéncia de mutagbes
descritas € baixa (36, 47, 48). Um achado ainda dificil
de ser interpretado é a detec¢do de alta freqiiéncia
de mutacéo (28%) na Hairy cell leukemia, uma forma
de leucemia de bom progndstico, cuja terapéutica é
menos agressiva (49).

De forma ideal, os futuros estudos devem
envolver grande nimero de pacientes tratados com
idénticos esquemas terapéuticos e estratificados em
tipos histolégicos, de forma a validar os resultados
visando a pesquisa de rotina de mutacGes do gene
p53 e selecdo de pacientes com pior progndéstico
para modalidades terapéuticas mais agressivas.

A maioria das investigacBes sobre o valor
preditivo de altera¢cdes do gene p53tem examinado
0 acUmulo da proteina p53 utilizando IH. As
dificuldades de normatizar a metodologia da IH e
interpretacdo dos resultados pode explicar as
discrepéancias entre os diferentes estudos e o limite
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S: significante; NS: ndo significante.

da aplicagdo clinica destes resultados (Tabela 2). Tem
sido demonstrado que a p53 pode ser detectada
por IH na auséncia de mutagdo em diversas situacdes,
como flutuacdo dos niveis da forma selvagem em
resposta ao dano no DNA e, no caso de ligagdo a
proteinas virais e outras proteinas (10, 50, 51).

O principal mecanismo de controle da
atividade da p53 é o controle da estabilidade da
proteina. Em células normais, a p53 esta presente
em baixos niveis porque é rapidamente degradada
ap6s a sintese. Um dos mais importantes
componentes da via de degradacdo da p53 é o
produto do gene MdmZ2. A acdo principal da
proteina MDM2 ¢ interagir diretamente com a p53
e inibir sua atividade (52).

Embora o controle da estabilidade da p53
seja um processo complexo, a detecgéo esporadica
da p53 no timo e em linfadenite inespecifica sugere
que a estabilizacdo nestes casos pode ser
dependente de ligacdo a outras proteinas (53).
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Tabela 2. Andlise dos resultados da expressdo da proteina p53 em neoplasias linfoides

Referéncia No Classificagdo Tratamento IH/ICQ Anaélise
(%) Estatistica

Kramer et al” 372 LNH difuso de QT 17% ° NS
grandes células

sanchez et al” 141 LNH difuso de QT, RT ou 30% " NS
grandes células QT/RT

Navaggltnam 50 LNH difuso de QT 40% " S

Et al. grandes células

Pires et al” 119 LNH difuso de QT, RT 26% S
grandes células ou QT/RT

Moller et al” 199 LNH Baixo e QT, RT 21% ° S
altograu,Be T ou QT/RT

Korkolopoulou | 91 LNH Baixo e alto QT, RT 47% ° S

etal” grau, B e Tou QT/RT

Pagnano et al” 61 LNH difuso de QT 30% ° S
grandes células,
T periférico

Adamson et al”’ 38 LNH Baixo e NA 4% ' NA
alto grau

Herrloandez 43 Linfoma do manto QT 2% ° S

et al

Louie et al” 23 Linfoma do manto QT ou 22% ° S

QT/RT

Greiner et al” 53 Linfoma do manto NA 13% " S

Cordone et al’" 181 LLC QT 15% ° * S

BritoszBabapuIIe 24 Leucemia NA 63% ° * NA

et al prolinfocitica T
e Sindrome de Sézary

IH: Imunohistiquimica; * ICQ: Imunocitoquimica; Positivo: a) = 1% de células coradas; b) = 5%;

c) = 20% ou = 5% se simultdneamente p21 neg.; d) qualquer marcacéo; e) = 10%; f) < 5%;

S: significante; NS: nédo significante; NA: ndo avaliado.
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Diversos estudos tentaram utilizar a IH como
método de screning de mutacdes da p53. No
entanto, em tecidos linfoides, a reatividade
observada em linfadenites sugeria que a
estabilizagdo da proteina ocorria por outros
mecanismos independentes da mutacgéo (53, 54).
Posteriormente foi demonstrado, nos linfomas
ndo Hodgkin (LNH), que a correlagcdo da
expressdo era maior com mutac¢des do tipo
missense e que diferentes alteragbes da p53
podem ocorrer aumentando sua estabilidade (46,
55, 56, 57). Por outro lado, tem sido proposto
gue mutagbes do tipo nonsense podem levar a
producdo de uma proteina truncada impossivel
de ser detectada por IH (55).

A tabela 2 mostra as diferencas de
metodologia de estudo da p53 e a interpretacéo
em pacientes com expressao da proteina p53. Com
relacdo a IH, os estudos devem ser examinados
com cautela. Como exemplo em um mesmo tipo
histoldgico de LNH, a analise da sobrevida livre
de eventos de Navaratnam et al. (58) mostra pior
sobrevida para os pacientes com expressao da
p53, enquanto que em trés outros estudos esta
associa¢do ndo foi comprovada (59-61).

Na leucemia linféide crbnica, a expressédo
da p53 analisada por ICQ mostrou correlagdo
significativa com a presenca de mutacdes,
estdgio mais avanc¢ado, pior resposta ao
tratamento e encurtamento da sobrevida (31)
(Tabela 2). Alteracdes como delecdo alélica do
gene p53, observadas com freqUéncia na
leucemia prolinfocitica T (LPL-T) e Sindrome
de Sézary, associaram-se ao acumulo da
proteina p53 na auséncia de mutacdo (62). O
mecanismo de estabilizacdo da proteina nesses
casos de LPL-T e sindrome de Sézary é
desconhecido (Tabela 2).

As neoplasias linféides sdo multifatoriais em
sua patogénese e, embora tenham com
freqliéncia um evento inicial (em geral uma
translocacédo), outros eventos ocorrem neste
processo. Tentando compreender melhor este
processo, fatores bioldgicos relacionados a
funcdes da célula como proliferagéo, progressdo
no ciclo celular e apoptose, vém sendo
pesquisados. Dentro deste contexto, alguns
estudos de investigacdo da expressdao de
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proteinas tais como p21, MDM2, c-myc, Bcl-2,
plé e p27 em associacdo a expressdo da p53
foram realizados (59, 60, 63, 67).

A mutacgdo do gene p53 tem como resultado
a falha de inducéo da expressdo do gene p21waﬂ,
cuja proteina age como um bloqueador do ciclo
celular induzindo a parada da célula em G1 para
0 reparo do DNA ou apoptose. Molller et al.
demonstraram que a expressdo da p53 associada
a auséncia da p21 tem 100% de especificidade e
sensibilidade como preditiva de mutagdo nos LNH
de grandes células (67) (Tabela 2). Este achado
também havia sido observado anteriormente por
outros autores (68). Villuendras et al. observaram
que os casos de LNH com mutacéo do gene p53
apresentavam auséncia ou baixa expressdo da
p21 e MDM2, sugerindo que mutagfes do gene
p53 estdo relacionadas a incapacidade de
transativar a p21"*" e MDM2. A associacdo entre
mutagdes do tipo missense e o fendtipo p53+,
MDM2', p21, teve significado estatistico (p =
0.0024) neste estudo (69).

Em outra abordagem, em uma série de LNHs,
0 acumulo da proteina p53 na auséncia de
mutagdo dos genes p53 e p21 estava associado a
expressdo da p21, indicando que nestes linfomas,
a p53 é funcionalmente ativa sendo capaz de
transativar o gene p21.

A expressdo anormal da p53 nesses
linfomas sugere que outros mecanismos
relacionados a proteinas envolvidas no ciclo
celular possam estar alterados independente da
integridade da via p53 (70).

A co-expressdo de p53 e c-myc, uma
proteina chave no controle da proliferacdo
celular, foi analisada em 21 casos de LNH de
grandes células e mostrou correlagdo com curso
clinico mais agressivo e menor sobrevida (71).
Entretanto, 0 nimero de casos € pequeno para
uma conclusdo definitiva dessa associacdo. Em
estudo recente, Pagnano et al. observaram que a
expressdo de p53, c-myc e MDM2 estava
relacionada a sobrevida mais curta em pacientes
com LNH agressivo. Esta observacdo sugere que
estes marcadores, associados a fatores de
progndstico ja descritos, podem ser Uteis na
estratificacdo de risco visando intervencgdes
terapéuticas mais efetivas (72).
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Conclusdes e Diregdes Futuras

O numero de estudos referidos mostra que
a pesquisa de alteracbes do gene e da proteina
p53 em neoplasias, em especial as de origem
linféide, sdo relevantes para a compreensdo da
patogénese, evolucdo e resisténcia ao tratamento
nessas neoplasias.

Até o0 momento os resultados da pesquisa
dessas alteracdes sao heterogéneos e s6 permitem
uma conclusdo definitiva em alguns tipos
histoldgicos de LNH. De forma ideal, os futuros
estudos devem envolver grande nimero de
pacientes tratados com idénticos esquemas
terapéuticos e estratificados em tipos histologicos,
de forma a validar os resultados visando a
pesquisa de rotina de mutagbes do gene p53 e
selecdo de pacientes para modalidades
terapéuticas mais agressivas.

Um grande progresso foi alcancado nos
Gltimos anos no entendimento das funcdes da
p53 e sua regulacdo. Estes esforgos hoje se
traduzem no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas como a terapia génica utilizando
a forma selvagem e o desenvolvimento de
agentes farmacolégicos com agdo independente
da p53 ou, que agem preferencialmente em
células com a forma alterada da proteina.
Tentativas vém sendo desenvolvidas usando
inativagdo anti-senso da MDM-2. Esta estratégia
podera ser utilizada em células que tém a forma
selvagem da p53 inativada por mecanismos
independentes de mutacdo (73). Uma
abordagem de inducgdo seletiva da apoptose
em células com o gene mutado através do
adenovirus humano foi recentemente
empregada (74). Como em muitos outros
campos, 0 sucesso destas estratégias esta
relacionado ao aumento do conhecimento das
funcBes bioldgicas da p53 e o uso criativo de
tal conhecimento.

Evaluation of detection methods of
alterations of the P53 gene and protein in
lymphoid neoplasms

Claudete E. Klumb, Geraldo B. Cavalcanti
Junior
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Abstract

The p53 protein plays a central role in cellular
responses, including cycle arrest and cell death
in response to DNA damage. Dysfunction of this
protein can induce abnormal cell growth,
increased cell survival, and drug resistance. The
p53 tumor suppressor gene is altered in many
types of human cancer including hematological
malignancies. Most of the p53 biologically
significant mutations impair the ability of
protein to act as a transcriptional regulator.
Unlike functional p53, which is rapidly
degraded after its synthesis, mutated forms tend
to accumulate in the cells, thus becoming
detectable by immunohistochemistry. Its has
been reported that mutations of p53 gene occur
with a frequency of approximately 12.5% in
lymphoid malignancies. However, aggressive
non-Hodgkin’s lymphomas (NHL), especially
Burkitt’s lymphoma, show higher frequencies.
Most p53 gene mutations in NHL are missense
mutations, stabilising the functionally defective
protein, but wild-type form of p53 protein also
has a high p53 expression detected by
immunohistochemistry  indicating a
discrepancy between gene mutation and protein
detection.

The aim of this work is to perform a
comprehensive review of the methods used to
identify gene alterations and p53 protein
expression in lymphoid neoplasias in order to
investigate its involvement in these neoplasias.
Rev.bras.hematol.hemoter.,2002,24(2): 111-125

Keywords: p53 tumor suppressor gene, p53
protein, lymphoid neoplasias
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