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Resumo

Os sarcomas de partes moles (SPM) sdo tumores de origem mesodérmica,
representando cerca de 1% do total das neoplasias em adultos. O polimorfismo do
cédon 72 do gene TP53 é extensivamente estudado por causar impacto na
seqliéncia codificadora do gene, além de estar associado ao maior risco para o
desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Este polimorfismo resulta na
expressao de arginina (p53Arg) e/ou prolina (p53Pro) na posicao 72 da proteina
p53. As formas polimérficas de TP53, em relacdo ao polimorfismo do cddon 72,
apresentam propriedades bioquimicas e biolégicas diferentes, e por esta razao,
varios estudos foram conduzidos na tentativa de associar tais formas polimoérficas
como fator de risco e prognéstico para inumeras neoplasias. Entretanto, a
literatura ndo relata nenhum estudo que associe este polimorfismo aos sarcomas
de partes moles do adulto. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o polimorfismo p53Arg/Pro como potencial fator de risco e/ou prognédstico
em 100 casos de SPMs em adultos atendidos no Hospital Aradjo Jorge da
Associacdo de Combate ao Céancer em Goias. O grupo controle incluiu 85
individuos saudaveis selecionados aleatoriamente da populagdo da cidade de
Goiania. As amostras dos casos constituiram de tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina e, para a extragdo de DNA, os tecidos foram previamente
desparafinizados. A extracdo de DNA do grupo controle foi realizada a partir de
sangue periférico. Para a genotipagem do polimorfismo, a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada utilizando conjuntos de primers especificos para
cada variante polimérfica. Apés a analise dos dados obtidos, verificou-se que as
freqliéncias alélicas e genotipicas ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os casos e os controles. Nosso estudo corrobora com as
evidéncias de que o alelo p53Arg é o mais comum em populagdes latino-
americanas. Entretanto, os dados sobre as freqiéncias génicas e genotipicas da
literatura mundial sdo conflitantes, fato que pode ser atribuido as diferencas
étnicas descritas entre as populagdes estudadas. Nenhuma relacao
estatisticamente significativa foi encontrada entre o polimorfismo do cdédon 72 de
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TP53 e as caracteristicas clinico-patolégicas estudadas, como sexo, idade
agrupada, localizacdo, histologia, tamanho e grau histolégico tumoral,
estadiamento e presenca de mestastases. A sobrevida global em cinco anos para
0 grupo estudado foi de 48,1%. As andlises de sobrevida em relacdo ao
polimorfismo de TP53 revelaram que os pacientes cujos tumores apresentaram o
genotipo p53Pro/Pro tiveram sobrevida inferior (30%), quando comparados ao
grupo de pacientes com os genétipos p53Arg/Arg (45%) e p53Arg/Pro (54,9%).
Entretanto, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0,444). Sabe-
se que a isoforma p53Arg apresenta fungdo apoptética mais marcante. Esta
caracteristica pode conferir ao paciente um melhor prognéstico da doenga. No
presente trabalho, contudo, ndo pudemos verificar que esta variante esteve

associada a um prognéstico mais favoravel em pacientes adultos com SPMs.

Palavras-chave: Sarcomas de partes moles; polimorfismo p53Arg/Pro;
fatores progndsticos; polimorfismos de nucleotideos Unicos.
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Abstract

Soft tissue sarcomas (STS) are tumors with mesodermical origin,
comprising about 1% of all adult neoplasms. Because of its effect on the p53
protein coding sequence, and its association with an increased risk for some
cancer types, TP53 codon 72 polymorphism has been investigated in several
studies. TP53 codon 72 codes for either Arginine (p53Arg), or Proline (p53Pro) at
the p53 protein primary sequence. It was demonstrated that such amino acid
change affects p53 biochemical and biological properties, and several studies have
been developed in order to associate TP53 codon 72 polymorphisms as a risk, and
as a prognostic factor for different cancer types. Any published study on the TP53
codon 72 polymorphism in adult soft tissue sarcomas was found in the literature.
The present study aimed to investigate TP53Arg/Pro polymorphism as a potential
prognostic factor in 100 adult subjects with STS. Patients were assisted at the
Hospital Araujo Jorge of the Associacdo de Combate ao Cancer em Goias in
Goiania, Brazil. DNA from patients was obtained from formaldehyde-fixed and
paraffin-embedded tissue samples stored at the Pathology Department of the
institution. Control group included 85 healthy donors randomly selected from
Goiania’s population and, for this group, DNA extraction was performed from
peripheral blood. Polymorphism genotyping was achieved by using polymerase
chain reaction (PCR) with specific primer sets for each polymorphic variant.
Statistical analysis was performed by using GenePop® web version 3.4 software. In
this study, TP53 allelic and genotypic frequencies were investigated for subjects
and controls, however, any statistical difference between the two groups was
found. Our study supports the evidence that p53Arg is the most frequent allele in
Latin American population, but worldwide genic and genetic frequency data are
conflicting because of ethnical differences among the studied populations.
According to the results, no significant association was demonstrated between
TP53 codon 72 polymorphism and clinocopathological characteristics such as
gender, age, tumor localization, histology, tumor size, stage, grade, node status,
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and distant metastasis. The five-year overall survival for the study group was
48.1%. Tumors with p53Pro/Pro genotype demonstrated a reduced survival rate
(30%) when compared to p53Arg/Arg (45%), and p53Arg/Pro group (54.9%), but
this association was not statistically significant (p = 0.444). In the present study, the
p53Arg variant was not statistically associated with a more favorable prognosis in
adult STS patients.

Keywords: soft tissue sarcomas; p53 Arg/Pro polymorphism; prognostic

factors; single nucleotide polymorphism.
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INTRODUCAO

Denomina-se mutagdo, qualquer mudanca subita e permanente no
material genético ou gendtipo de um organismo nao explicavel pela
recombinacdo da variabilidade genética preexistente. Esse termo se refere
tanto a modificacdo do material genético quanto ao processo pelo qual a
modificacao ocorre. As modificacées genotipicas incluem mudangas no nimero
cromossémico (euploidia e aneuploidia), mudancas grosseiras na estrutura dos
cromossomos (aberracbes cromossdémicas) e mudancgas nos genes individuais
(mutacao génica). Atualmente, no entanto, o termo mutacao é utilizado em um
sentido mais restrito, referindo-se apenas as alteracdes detectadas em nivel de
genes individuais. As mutagdes sdo a fonte de toda a variacao genética, a
matéria-prima da evolucéo, podendo ser espontaneas ou induzidas por agentes
denominados mutagénicos. As mutagdes em nivel molecular podem ser
classificadas, quanto ao efeito de troca, em: silenciosas, aquelas que envolvem
a troca de bases do DNA, mas ndo causam a troca do aminoacido presente na
proteina correspondente; mutagdes neutras, que levam a troca de bases do
DNA e do aminoacido, mas a substituicdo ndo afeta a atividade da proteina; e
mutacdes diretas, que sdo aquelas que inativam o gene (Passaglia, 2003).
Quando a modificacdo na seqiiéncia de DNA possui uma freqliiéncia superior a
1% em uma dada populacdo, essa alteracdo é denominada polimorfismo. Os
polimorfismos sdo mais freqiientes e menos comprometedores para as funcoes
celulares do que as mutacdes. O polimorfismo mais estudado nos ultimos
tempos é o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP = single nucleotide
polymorphism), associado a alteragbes de apenas uma base nitrogenada em
uma sequéncia nucleotidica, podendo criar ou destruir sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo e resultando em dois fenétipos
distintos (Lima J et al., 2006; Bojesen & Nordestgaard, 2008). Essas alteracdes
podem ocorrer nas seqiéncias codificadoras dos genes, gerando proteinas
com atividades irregulares. Deste modo, em alguns casos, o polimorfismo
genético pode aumentar a suscetibilidade para o desenvolvimento de doencas,
como o cancer, uma vez que alteracdes nas fungdes protéicas sao capazes de

desregular a homeostase celular (Lima et al.,, 2006). Nos ultimos anos, 0s
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polimorfismos tém sido intensamente estudados, pois podem contribuir para o
aparecimento de doencas. Assim, é possivel prever a predisposicdo genética
de um individuo para determinada enfermidade, bem como seu progndstico ou
sua resposta frente a tratamentos especificos (Qrsted et al, 2007). A
determinacao das possiveis correlacoes entre as diferentes alteracdes de TP53
e 0 prognostico dos tumores € muito importante para oferecer aos individuos
com maior predisposicdo, a chance de monitoramento mais frequente da
doenga, com consequente deteccdo precoce, 0 que aumentaria
significativamente as chances de cura com as intervencdes cirlrgicas mais
precoces (Borden et al.,, 2003). Adicionalmente, os individuos com variantes
polimérficas relacionadas a comportamentos mais agressivos poderiam ser
submetidos a terapias adjuvantes mais severas, aumentando suas chances de
controle da neoplasia (Muret et al., 2008).
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1 — SARCOMAS DE PARTES MOLES (SPM) — DEFINICAO:

Os sarcomas de partes moles (SPM) constituem um grupo heterogéneo
de tumores com diversos tipos histolégicos e que compartilham uma origem
mesodérmica comum (Dirix et al, 1999; Graadt van Roggen et al., 1999;
Borden et al,, 2003; Clark et al., 2005; Kotilingan et al., 2006; Skubitz &
D’Adamo, 2007; Manoel et al., 2008) com pequeno componente ectodérmico,
incluindo mais de 100 entidades diagnésticas distintas (Clark et al., 2005;
Skubitz & D’Adamo, 2007). As partes moles incluem os tecidos localizados
entre a epiderme e as visceras, com excecao dos 0ssos. Esses tecidos
constituem cerca de 50% do peso corporal do adulto e sédo representados por
vasos sanguineos, vasos linfaticos, musculos lisos, musculos estriados, tecido
gorduroso, aponeuroses, tenddes, dentre outros (SBC, 2007).

A heterogeneidade dos SPM pode ser identificada por microscopia e por
analises de expressado génica. Essa variedade pode existir mesmo dentro de
uma unica categoria histologica (Skubitz & D’Adamo, 2007). Embora os SPM
possam surgir de qualquer regido do corpo, a maioria ocorre nos membros ou
em regides intrabdominais. Os tumores de partes moles benignos,
especialmente os lipomas, sdo 100 vezes mais comuns do que 0S sarcomas
(Clark et al., 2005).

2 — EPIDEMIOLOGIA

Os sarcomas de partes moles sao responsaveis por cerca de 1% de
todos os tumores sélidos malignos em adultos (Graadt van Roggen et al., 1999;
Latorre & Franco, 1999; Clark et al., 2005; Manoel et al., 2008). Apesar de
apresentarem um pico de incidéncia na infancia, os SPM sdo mais comuns no
adulto, especialmente naqueles com mais de 50 anos (Manoel et al., 2008).
Nao existe uma relagdo uniforme da distribuicdo dos SPM entre os sexos. Os
SPM podem se originar em qualquer area do corpo, sendo mais comuns em
membros inferiores e cintura pélvica (Latorre & Franco, 1999).

Aproximadamente 9.420 novos casos sao diagnosticados a cada ano
nos Estados Unidos e em torno de 1.500 no Reino Unido (Grobmyer et al.,
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2004; Clark et al., 2005; Jemal et al., 2005). De acordo com o Instituto Nacional
do Cancer (INCA), os sarcomas apresentam uma incidéncia de 0,7 a 1,0%
dentre todas as neoplasias (INCA, 2005). O registro de céncer de base
populacional de Goiania (RCBPGO) registrou, de 1996 a 2000, uma incidéncia
no sexo masculino de 1,78 por 100.000 habitantes, equivalendo a 0.72% do
total das neoplasias do sexo masculino. No sexo feminino, 2,21 por 100.000
habitantes, correspondendo a 0.82% das neoplasias das mulheres (RCBPGO,
2006). A freqUéncia relativa dos SPM e a resposta ao tratamento podem variar
de acordo com a idade. A incidéncia global dos SPM esta aumentando, talvez
como resultado do aumento do sarcoma de Kaposi, associado frequentemente
com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Latorre & Franco,
1999; Grobmyer et al., 2004; Clark et al., 2005; Jemal et al., 2005).

A sobrevida global dos pacientes com SPM é de aproximadamente 50%
apdés 5 anos do diagnéstico e os tumores de extremidades possuem
prognéstico mais favoravel do que aqueles de outras localizacées (Ferreira &
Lopes, 1999; Kotilingam et al., 2006; Skubitz & D’Adamo, 2007; Das et al.,
2007). As taxas de sobrevida para os estadios I, Il, lll e IV sao de
aproximadamente 85 a 90%, 70%, 50% e 10 a 20%, respectivamente, podendo
ser modificadas pelo tipo histolégico e localizacdo do tumor, além de outros
fatores (Clark et al., 2005).

3 - ETIOLOGIA

A etiologia dos SPM ainda permanece desconhecida, embora alguns
fatores distintos estejam implicados em seu desenvolvimento, como 0s agentes
infecciosos, exposicdo a carcindgenos quimicos e as radiacbes ionizantes
(Dirix et al., 1999; Latorre & Franco, 1999). Contudo, ndo apenas os fatores
exégenos devem ser considerados como fatores de risco. O pico de incidéncia
de SPM em criangas também sugere a possibilidade de existirem fatores
genéticos associados (Latorre & Franco, 1999). A maioria dos SPM é
esporadica e poucos possuem uma causa identificavel. Existe uma associacao
entre certas infecgdes virais (como o virus Epstein-Barr em criancas portadoras
do HIV) e o leiomiossarcoma (Clark et al., 2005; Lima M et al., 2006). Embora o
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virus do sarcoma de Rous que causa sarcomas em aves seja 0 primeiro virus
tumoral descoberto capaz de causar tumores sélidos, 0 Unico virus conhecido
associado a sarcomas em humanos € o virus herpes humano 8, que
desempenha um papel no desenvolvimento do sarcoma de Kaposi (Skubitz &
D’Adamo, 2007). Os SPM podem se desenvolver de 3 a 15 anos apos
irradiacdo terapéutica para linfoma, cancer cervical, tumor testicular ou cancer
de mama. Entretanto, os beneficios da radioterapia nessas circunstancias se
sobrepdem ao risco minimo para o desenvolvimento de sarcoma. O linfedema
cronico associado ao angiossarcoma (sindrome de Stewart-Treves) geralmente
ocorre como uma complicacao rara do tratamento do cancer de mama (Clark et
al., 2005).

Os fatores genéticos desempenham um papel importante na iniciacao e
progressdao dos SPM. Acredita-se que as mutacdées genéticas nas células
mesenquimais pluripotentes originem os clones malignos que levam a
formacao desse tipo de tumor. As mutacdes em genes supressores de tumor e
em proto-oncogenes estao relacionadas ao desenvolvimento de SPM e séo
relevantes no prognédstico desse tipo de neoplasia (Kotilingam et al., 2006). As
alteragdes citogenéticas sdo comuns em SPM e podem ser divididas em duas
categorias. Um grupo possui alteracées citogenéticas caracteristicas e
especificas com cari6tipos simples, como fusdées génicas ou mutacdes
pontuais. O outro grupo possui alteracdes inespecificas, com cariétipos muito
complexos. Em alguns casos, as alteragdes citogenéticas observadas estédo
sendo exploradas como alvos terapéuticos (Antonescu, 2006; Skubitz &
D’Adamo, 2007).

Criangas com retinoblastoma hereditario, relacionado a uma mutacao
germinativa no gene supressor de tumor RB1, possuem risco elevado para o
desenvolvimento de osteossarcoma e SPM, o qual aumenta ainda mais quando
sao submetidas a radioterapia. Os SPM também ocorrem em pacientes com a
sindrome de Li-Fraumeni, causada por uma mutacdo germinativa do gene
supressor de tumor TP53 (Fett-Conte & Salles, 2002; Pinto et al., 2002;
Grobmyer et al., 2004; Clark et al., 2005; Skubitz & D’Adamo, 2007).

Algumas anormalidades citogenéticas e/ou moleculares foram
identificadas em lipossarcoma, leiomiossarcoma, sarcoma sinovial, tumor do

estroma  gastrointestinal  (GIST), dermatofibrossarcoma  protuberans,
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fibromatose agressiva ou tumor desmoide, sarcoma de partes moles alveolar,
rabdomiossarcoma (Skubitz & D’Adamo, 2007). A alteracdo citogenética
primaria em sarcoma de Ewing/PNET consiste em translocacdes especificas
resultando na fusdo do gene EWS, localizado em 22q12, e um gene da familia
de fatores de transcricao ETS, formando um novo fator de transcricao
quimérico. O EWS-FLI1, devido a t(11;22)(924;912), é o gene de fusdo mais
comum (95%) em ES/PNET, enquanto o EWS-ERG, devido a translocagéo
entre o gene EWS e o gene ERG em 21922, € muito menos comum (5%).
Essas translocacdes sdo consideradas os eventos genéticos moleculares
iniciadores em ES/PNET (Graadt van Roggen et al., 1999; Alava et al., 2000).

Durante a progressao do tumor, alteracdes moleculares secundérias
podem ocorrer, fornecendo uma vantagem de crescimento adicional a certos
tumores. Essas alteracdes envolvem genes reguladores da proliferacao celular
ou de apoptose (Alava et al., 2000).

O padrao de disseminacdo dos SPM, que determina o reservado
prognéstico da maioria dos pacientes, é caracterizado pela infiltracdo de
tecidos contiguos ao tumor e por um padrdao de disseminacdo hematogénico.
Quando presentes, as metastases acometem preferencialmente os pulmdes
(Chammas, 1999). Menos de 3% dos pacientes adultos com sarcomas terdo
mestastase para os linfonodos, embora alguns subtipos epitelidides tenham
prevaléncia superior (Borden et al., 2003).

4 — ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICOS

Os sintomas dos SPM estdo associados ao seu crescimento na regido
de origem, como parestesia e/ou edema distal. Se o tumor se origina em uma
regiao facilmente visivel, o paciente pode se apresentar com uma massa
assintomatica e indolor. O tamanho do tumor ao diagnéstico varia de acordo
com o sitio anatébmico. Os SPM se expandem de uma maneira esférica,
podendo infiltrar a pseudocapsula e, ocasionalmente, as estruturas adjacentes.
Por isso, sarcomas retroperitoneais sdo frequentemente grandes antes de
serem notados. A taxa de crescimento dos SPM varia com a agressividade do
tumor (Clark et al., 2005; Skubitz & D’Adamo, 2007).
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A maioria dos SPM localiza-se nas extremidades, seguida, em ordem de
frequéncia, pela cavidade abdominal, retroperitbnio, parede toracica e
abdominal e cabeca e pescoco (Manoel et al., 2008). Em pacientes com SPM
retroperitoneais, a recidiva local é a principal causa de mortalidade (Borden et
al., 2003).

A identificacdo do SPM é baseada no exame clinico, no exame de
imagem e na analise histopatolégica. A anamnese e os exames de imagem
podem ser usados para definir a relacdo do tumor com as estruturas
adjacentes (Clark et al., 2005; Skubitz & D’Adamo, 2007). Na pratica clinica, a
dor tem sido valorizada como um indicador de invaséo local, considerada na
decisdo de preservacdo de membro como um fator prognéstico (Manoel et al.,
2008).

As radiografias convencionais podem ser usadas para excluir neoplasias
Osseas e detectar calcificacbes caracteristicas de osteossarcoma de partes
moles ou sarcoma sinovial. A tomografia é utilizada na deteccdo e no
estadiamento dos SPM intracavitarios e na identificacdo de metastases
pulmonares. A ressonancia nuclear magnética, através de suas imagens
multiplanares, possibilita melhor definicdo anatémica no diagnéstico de SPM de
extremidades. A PETCT (tomografia computadorizada por emissdo de
positrons) tem sua indicacdo bem definida no rastreamento da doenca
metastatica (Clark et al., 2005).

A confirmagédo diagnéstica dos SPM é feita por meio de andlise
histopatolégica. A bidpsia percutanea com agulha grossa (core biopsy) € um
procedimento seguro e efetivo e pode ser realizado com anestesia local em
pacientes ambulatoriais com tumores em membros superiores e inferiores. O
sitio da biopsia deve ser escolhido de maneira que se situe na area de uma
possivel subseqlente ressec¢cdo em bloco do tumor e deve-se tomar cuidado
em assegurar que a bidpsia nao interfira com a cirurgia definitiva subseqlente
(Manoel, 2007; Skubitz & D’Adamo, 2007). O subtipo e o grau do tumor podem
ser determinados em 80% dos casos submetidos a esse procedimento.
Patologistas experientes em examinar SPM tém certeza diagnostica em 95 -
99% dos casos (Manoel, 2007).

Atualmente, a biopsia incisional € menos comum do que biépsia por

agulha. Em maos inexperientes, bidpsias incisionais apresentam taxas de
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complicagcdes maiores que biodpsias por agulha e devem ser realizadas apenas
em circunstancias excepcionais por cirurgides experientes que planejam a
resseccao definitiva (Clark et al., 2005; Manoel, 2007).

5 - ESTADIAMENTO

O estadiamento da doenca ao diagnéstico € o fator prognéstico mais
importante para os SPM. Um sistema de estadiamento foi padronizado pela
American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela International Union
Against Cancer (UICC) (Figura 1), baseado no grau histolégico, no tamanho, na
profundidade e na localizagdo do tumor, assim como no comprometimento
linfonodal e na presenca de metastases a distancia (Kotilingam et al., 2006;
Borden et al., 2003). Muitos estudos confirmam que o grau e o tamanho do
tumor sao de importancia prognéstica similar (Clark et al., 2005). Além desses
fatores, a presenca das margens cirdrgicas comprometidas também esta
relacionada com um pior prognéstico (Manoel et al., 2008).

Existem alguns fatores prognésticos adicionais que ndo séao
incorporados no sistema de estadiamento da AJCC. Estes incluem a
localizagdo do tumor primario, status das margens de ressecgao cirirgica e
tamanho do tumor maior que 10,0 cm (Tabela 1) (Kotilingam et al., 2006).

Alguns autores ressaltam que os tumores com mais de 5 cm estéo
associados a um risco de recorréncia local elevado, principalmente se forem

maiores do que 10 cm (Kotilingam et al., 2006; Manoel et al., 2008).
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Grau

e TNM Descricao

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pobremente diferenciado

G4 Indiferenciado

T1 Tumor < 5cm em sua maior dimenséo
T1a Superficial a fascia profunda
T1b Profundo a fascia profunda que inclui:

Retroperitdneo, intratoracico e a
maioria de cabega e pescogo

T2 Tumor > 5cm em sua maior dimensao
T2a Superficial a fascia profunda
T2b Profundo a fascia profunda que inclui:

Retroperiténeo, intratoracico e a
maioria de cabeca e pescogo

N1 Linfonodos regionais metastaticos

M1 Metastases a distancia

G1ouG2
G3ou G4
N1
M1

T1a

T1b

Estagio

T2a T2b

Sobrevida 5 anos

Estagio
|
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I

v

%
86
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Figura 1 — Sistema de descri¢ao do estadio, grau e metastases linfonodais e a

distancia (TNM) — segundo o Commitee on Céancer for Soft-tissue Sarcoma e a

International Union Agaist Cancer. Dados modificados por Greene et al.; 2002.

Tabela | — Fatores progndésticos relevantes para a sobrevida de pacientes com

sarcomas de partes moles ndo incluidos no sistema de estadiamento da AJCC

(Adaptada de Kotilingam et al., 2006).

Variavel Taxa de sobrevida em 5 anos (%) Valor P
Extremidades 81 <0,001
Retroperitdnio 70
Tamanho <5 cm 89
Tamanho >5-<10 cm 79 <0,001
Tamanho > 10 cm 69
Margem (-) 80 <0,001
Margem (+) 70

6 — CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) definiu aproximadamente 50

subtipos de SPM relevantes e estes sdo denominados de acordo com o tecido
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que mais se assemelham. Um sistema de graduacado em trés graus realizado
pela French Federation of Cancer Centers Sarcoma Group é amplamente
utilizado (Borden et al., 2003; Clark et al., 2005) e leva em conta a taxa de
diferenciacao, a contagem mitética e a extensao da necrose para a definicao
do grau histolégico tumoral. Um sistema de graduacdo em quatro graus
também é utilizado. E dificil classificar o grau de tumores previamente tratados
com radioterapia, quimioterapia e tumores recidivados (Clark et al., 2005). Os
trés subgrupos mais comuns de SPM foram previamente considerados o
histiocitoma fibroso maligno (FHM), o lipossarcoma e o leiomiossarcoma
(Skubitz & D’Adamo, 2007).

O tamanho do espécime de biopsia pode limitar a precisdo do grau do
tumor. Em alguns casos, as técnicas moleculares podem complementar a
avaliagao histoldgica (Skubitz & D’Adamo, 2007). Embora o prognéstico dos
SPM seja determinado por parametros clinicos (tamanho, localizacdo e
margens de ressecgao cirurgica) e por caracteristicas patolégicas (atividade
mitotica e necrose), o subtipo histolégico ndo representa um fator progndstico
consistente (Dirix et al., 1999).

Alteracbes genéticas sao descritas em muitos SPM e ajudam a
identificar tumores que foram previamente dificeis de classificar, especialmente
os SPM pleomoérficos. As aberracées genéticas podem ser hereditarias ou
adquiridas. As translocacées especificas levam a fusdes génicas que
caracterizam alguns sarcomas. As informacdes genéticas podem facilitar o
diagndstico, especialmente no caso de tumores de células redondas pequenas.
Elas também auxiliam na conformacgéo de subtipos morfolégicos e na previsao
do comportamento de sarcomas especificos, além das caracteristicas gerais
fornecidas, como o grau, o tamanho e a profundidade. Uma aplicacao
emergente é a andlise mutacional de tumores do estroma gastrointestinal
(GIST), nos quais a mutacdo do gene KIT parece ter um efeito crucial na
resposta ao tratamento e na sobrevida (Graadt van Roggen et al., 1999; Clark
et al., 2005; Antonescu, 2006).

Um terco de todos os sarcomas € caracterizado por translocacoes
cromossémicas especificas e recorrentes, resultando em genes de fusao
altamente especificos, usualmente codificadores de fatores de transcricao
quiméricos (Tabela Il).
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Tabela Il — Translocagbes cromossdmicas freqlientemente descritas para os
Sarcomas de Partes Moles (SPM) (Adaptada de: Antonescu, 2006).

Tumor

Translocacées

Produto de Fusao

Rabdomiossarcoma alveolar

Sarcoma alveolar de partes moles

Fibrohistiocitoma angiomatdide
Sarcomas de células claras
Fibrossarcoma congénito (Nefroma
Mesoblastico)
Dermatofibrossarcoma protuberans
Tumor desmoplasico de células
pequenas

Sarcoma do estroma endometrial

Sarcoma de Ewing / Tumor
Neuroectodérmico
Primitivo Periférico (PNET)

Condrossarcoma mixoide extra-

esquelético

Sarcoma fibromixéide,

baixo grau

Tumor miofibroblastico inflamatério

Lipossarcoma mixoide

Sinoviossarcoma

T(2;13)(935;914)
T(1;13)(p36;014)

T(X;17)(p11;925)

T(12;16)(q13;p11)
T(12;22)(q13;912)

T(12;15)(p13;925)
T(17;22)(922;q13)
T(11;22)(p13;q12)

T(7;17)(p15;021)
t(11;22)(g24;912)
t(21;22)(922;912)
1(7;22)(p22;912)
t(17;22)(q12;912)
1(2;22)(933;912)
1(9;22)(922;912)
1(9;17)(922;911)
1(9;15)(922;921)
1(7;16)(q33;p11)
t(11;16)(p11;p11)

t(1;2)(q22;p23)
t(2;19)(p23;p13)
t(2;17)(p23;923)
1(2;2)(p23;q13)
t(12;16)(q13;p11)
t(12;22)(p13;912)

T(X;18)(p11;911)

PAX3 : FOXO1A
PAX7 : FOXO1A

TFES3 : ASPL

FUS : ATF1
EWS : ATF1

ETV6 : NTRK3
COL1A1 : PDGFB
EWS:WT1

JAZF1 : JJAZ1
EWS : FLI1
EWS : ERG
EWS : ETV1
EWS : E1AF
EWS : FEV

EWS : NR4A3
RBP56 : NR4A3
TCF12 : NR4A3

FUS : CREB3L2
FUS : CREB3L1
(raro)
TPM3 : ALK
TPM4 : ALK
CLTC : ALK
RANBP2 : ALK
FUS : DDIT3
EWS : DDIT3
SS18 : SSX1
SS18: SSX2
SS18 : SSX4 (raro)
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Essas translocacbes cromossOmicas podem ser utilizadas como
marcadores moleculares para a identificacdo dos tipos de sarcomas de partes
moles. Uma questdo muito dificil tem sido usar esses genes de fusdo tumor-
especificos como alvos terapéuticos efetivos, seja de maneira imunoterapéutica
ou citotoxica (Antonescu, 2006).

Os dois tercos restantes dos SPM que ndo possuem uma “assinatura”
genética recorrente sdo caracterizados por varias aberragdes, incluindo perdas
e ganhos cromossOmicos. A maioria dos sarcomas fusocelulares em adultos e
sarcomas pleomoérficos pertence a este grupo. Em nivel molecular, esse
subgrupo de sarcomas possui uma prevaléncia elevada de altera¢des de TP53,
incluindo mutacdes inativadoras de TP53, delecdo homozigota de CDKZ2N,
amplificagdes de MDM2, dentre outras (Antonescu, 2006).

Os testes genéticos aperfeicoaram a classificacao dos SPM que foram
anteriormente classificados com base em apenas fundamentos histolégicos ou
clinicos. Por exemplo, com base em tais testes, tornou-se possivel a distincao
entre o rabdomiossarcoma embrionario pobremente diferenciado e o
rabdomiossarcoma alveolar sélido, pela presenca do gene de fusao PAX-
FOXO1A, encontrado nesta Ultima categoria histopatolégica (Graadt van
Roggen et al, 1999; Antonescu, 2006). O diagnéstico molecular também
poderia ser usado na distingdo entre neoplasias malignas e benignas, quando
as conseqléncias de uma interpretacdo incorreta sdo significativas e quando
os achados imuno-histoquimicos e microscopicos sao inconclusivos. Em muitos
casos, os resultados moleculares deveriam ser usados como uma forma de
validar o diagnéstico morfologico diferencial, corroborando com os achados
imuno-histoquimicos e com a informacéo clinica (Antonescu, 2006).

As analises de microarrays podem ser muito Uteis na classificacdo dos
sarcomas. Os estudos de microarrays vao além do problema da classificacao,
elucidando mecanismos de regulacdo génica do tumor, identificando fatores
prognoésticos e acelerando a descoberta de novas drogas alvo-dirigidas
(Borden et al., 2003).

Uma necessidade urgente para o relato comum, completo e Unico da
patologia dos sarcomas é eminente. O diagndstico patolégico preciso e a
classificacao de subtipos diferentes de SPM sao criticos para a caracterizagao
molecular e avaliacdo de alvos terapéuticos em ensaios clinicos para cada tipo
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histolégico especifico (Borden et al., 2003). Nessa dissertacao sera empregada
a classificacdo baseada na origem histolégica dos SPM, segundo as diretrizes
apontadas pela OMS (Anexo 1).

7 - TRATAMENTO

O progresso no tratamento dos SPM do adulto, de 1970 a 1990, foi
marcado por avancos na definicdo histopatoldgica, no estadiamento, no uso da
radioterapia como adjuvante em outras modalidades terapéuticas, como a
definicdo da doxorrubicina e da iofosfamida como drogas ativas, permitindo a
preservacao funcional dos membros. De 1990 a 2000, os progressos incluiram
a identificacdo das translocagbes génicas, o uso da imuno-histoquimica, a
introducdo de novas modalidades de imagem e refinamentos no progndstico
(Borden et al., 2003).

A avaliagdo precisa dos SPM é critica para iniciar o tratamento. A
cirurgia para a doenga localizada é frequentemente curativa, isolada ou em
combinacdo com radioterapia e quimioterapia em pacientes selecionados. A
preservacao da funcdo dos membros é um dos objetivos do tratamento para
SPM de extremidades. Tumores intrabdominais representam um desafio ao
tratamento, devido a proximidade aos oérgaos vitais adjacentes. Os
especialistas que preservam a funcdo de uma dada regidao devem trabalhar em
cooperacdo com outras especialidades para aumentar a probabilidade de
melhores resultados (Clark et al., 2005). Atualmente, o tratamento dos SPM é
norteado pelo grau histolégico e pela adequagdo das margens cirargicas, em
relacdo a necessidade de quimioterapia e radioterapia (Manoel et al., 2008).

7.1 - Cirurgia:

A resseccao cirargica do tumor envolvendo margens amplas, com ou
sem radioterapia, oferece a melhor chance de cura na auséncia de doenca
metastatica. A cirurgia deve ser bem planejada por uma equipe de cirurgides
experientes apds o estudo cuidadoso da histopatologia e das imagens (Clark et
al., 2005).
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Os SPM se expandem esfericamente ao longo de um plano tecidual,
promovendo um crescimento centrifugo que cria uma pseudocapsula,
constituida de tecido circunvizinho comprimido. As células malignas penetram
essa pseudocapsula. A simples remocao do tecido tumoral visivel nesse plano
deixa uma doencga microscoépica no leito cirurgico, levando a recidiva em cerca
de 90% dos casos. Mais de 30% dos tumores terdo recidiva local ap6s re-
excisdo do leito tumoral e 0 uso subseqiente da radioterapia ndo resgata
pacientes com margens histolégicas positivas nao-planejadas. Portanto, o
objetivo da cirurgia é ressecar o tumor com margens amplas, entre 2 a 3 cm,
sempre que possivel, removendo assim pelo menos um plano de tecido nao-
comprometido. Aproximadamente 1/3 dos pacientes com tumores de baixo
grau e de grau intermediario, com margens de ressec¢cdao amplas nao
necessitardo de tratamento complementar, incluindo radioterapia (Clark et al.,
2005).

A cirurgia é o sustentaculo do tratamento dos SPM retroperitoneais. A
resseccdo em bloco das visceras adjacentes € necessaria com freqtiéncia, mas
a resseccao tumoral completa, com margens histolégicas negativas, é dificil
devido a proximidade com estruturas vitais (Clark et al., 2005).

Embora os tumores distais dos segmentos apendiculares sejam
menores, é mais dificil a preservacao de funcéao, principalmente nos antebracos
e maos. O tratamento de indugédo pré-operatoéria pode reduzir o tamanho dos
tumores distais dos membros e proporcionar melhores resultados funcionais. A
amputacao é necessaria em cerca de 5 a 10% dos pacientes com SPM dos
membros, geralmente apds cirurgias prévias de preservacdo dos mesmos.
Esses procedimentos sdo bem tolerados e fornecem um excelente controle
local (Clark et al., 2005). Entretanto, ndo ha evidéncias de que as amputacdes
proporcionem maior sobrevida. A radioterapia intra-operatéria tem sido
recentemente utilizada para proporcionar uma melhor taxa de controle local,

desde que associada a resseccdo com margem livre (Manoel et al., 2008).

7.2 - Radioterapia:

Os efeitos citotoxicos e o papel terapéutico da radioterapia no tratamento
de SPM sao bem descritos. A radioterapia deve ser considerada para tumores
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de alto grau de extremidades, a menos que as margens sejam muito amplas, e
para tumores de grau intermediario das extremidades com margens
histoldgicas préximas ou positivas. A radioterapia apresenta um papel pouco
relevante em SPM de baixo grau, embora seja considerada quando ha recidiva
local (Clark et al., 2005).

A radioterapia como tratamento exclusivo deve ser considerada somente
quando a cirurgia for inapropriada ou quando ocorrer recusa pelo paciente,
alcancando taxas de controle local de 30 a 60% (Clark et al., 2005). Nao existe
consenso quanto a utilizacao da radioterapia pré e pos-operatéria, sendo que o
método utilizado depende da preferéncia dos centros de tratamento. Como
vantagem, a radioterapia pré-operatdéria pode promover cito-reducéo,
diminuindo o tamanho do tumor e facilitando a cirurgia. Por outro lado, pode
retardar a cirurgia, dificultar a cicatrizacao e confundir a avaliacao patolégica do
espécime ressecado. Complicacdes que ndo estdo presentes na radioterapia
pds-operatoria (Skubitz & D’Adamo, 2007).

O papel da radioterapia adjuvante esta bem definido nos sarcomas de
alto grau com mais de 5 cm, nas cirurgias com margens comprometidas, ou
naqueles tumores menores que 1 cm, quando a proposta é de preservagao de
membros. Os SPM de alto grau < 5 cm, os de baixo grau, os retroperitoneais,
os de cabeca e pescoco, os de mama e os ginecolégicos representam um
ponto de controvérsia quanto a indicacdo da radioterapia nas suas diversas
modalidades (Manoel et al, 2008). A braquiterapia & vantajosa no pés-
operatério, dada a sua natureza hipdxica da ferida e por suas caracteristicas
radiobiol6gicas da lei do inverso do quadrado (a dose local é alta, mas
decresce proporcionalmente com o aumento da distancia do tumor). Essa
vantagem é mais importante em pacientes que ja foram tratados previamente

com radioterapia externa (Clark et al., 2005).

7.3 — Quimioterapia:

Enquanto que o objetivo da cirurgia e da radioterapia € o controle local,
a finalidade da quimioterapia € o controle sistémico, o qual pode ser
terapéutico, adjuvante ou paliativo. Embora alguns subtipos de SPM sejam

sensiveis aos agentes quimioterapicos, os resultados da quimioterapia sao
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geralmente insatisfatérios e o uso da quimioterapia adjuvante & controverso
(Clark et al., 2005; Muret et al., 2008).

A quimioterapia pré-operatéria oferece muitas vantagens. Em alguns
casos, ela pode reduzir o tumor, facilitando a cirurgia. A administracdo de
quimioterapia pré-operatéria também pode demonstrar a resposta do tumor ao
quimioterapico, in vivo, podendo auxiliar nas decisées sobre sua aplicacao no
tratamento péds-operatério (Skubitz & D’Adamo, 2007). A quimioterapia pode
ser considerada paliativa para muitos pacientes com doenca irressecavel ou
metastatica (Clark et al., 2005). Acredita-se que a estratificacdo dos perfis de
expressao génica ou de outros estudos moleculares futuros possam esclarecer
o papel da quimioterapia adjuvante em pacientes com SPM especificos
(Skubitz & D’Adamo, 2007).

7.4 — Terapia molecular alvo-dirigida:

Muitos progressos estao ocorrendo com o uso de terapias direcionadas
a alvos moleculares associados aos SPM. O melhor exemplo conhecido € o do
tumor do estroma gastro-intestinal (GIST), onde se destaca mutacées no proto-
oncogene KIT, um receptor de tirosina-quinase. A detecg¢ao imuno-histoquimica
da proteina resultante, também denominada KIT, caracteriza este tipo de
tumor. O inibidor de tirosina-quinase Mesilato de Imatinib € o tratamento de
escolha para o GIST avangado, inoperavel ou metastatico. O papel do Imatinib
como terapia neoadjuvante ou adjuvante esta sob avaliacido (Borden et al.,
2003; Clark et al., 2005).

Outros subtipos de SPM com alvos moleculares especificos foram
identificados. O dermatofibrossarcoma protuberans e o fibrossarcoma de
células gigantes apresentam uma translocacao, que causa a fusdo dos genes
do colageno tipo 1a (COL1A1) e o fator de crescimento derivado de plaquetas
B (PDGFB). A proteina de fusao resultante € um PDGFB funcional. O Mesilato
Imatinib inibe o receptor de PDGFB e, entdo, pode ser também efetivo no
tratamento do dermatofibrossarcoma protuberans. Este agente pode ser util em
pacientes com doenca recidivada, inoperavel ou mestastatica (Clark et al.,

2005). O sucesso do Mesilato de Imatinib no tratamento do GIST ao longo dos
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ultimos anos resultou em uma melhor compreensao da biologia do cancer e do

desenvolvimento de novas drogas alvo-dirigidas (Borden et al., 2003)

8 — O GENE SUPRESSOR DE TUMOR TP53

Os genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos do
ciclo celular e a perda ou inativagdo desses genes estd relacionada a
proliferacao celular. O TP53 é o gene supressor tumoral mais estudado em
canceres humanos e atua na regulagdao do desenvolvimento e do crescimento
celular (Simpson, 1999; Silva, 2003; Lattuada et al., 2004; Oliveira, 2005; Gallo
et al., 2005; Lima J et al., 2006; Hamu et al., 2007). Ele esta localizado no locus
17p13.1, estendendo-se através de 20 kb (Furuwatari et al., 1998; Dirix et al.,
1999; Fett-Conte & Salles, 2002; Klumb et al., 2002; Gallo et al., 2005; Ribeiro
Jr & Safatle-Ribeiro, 2006; Savage et al., 2006; Bojesen & Nordestgaard, 2008;
Muret et al., 2008) e contém 11 éxons, sendo o primeiro ndo-codificante. O
TP53 pertence a uma familia de genes altamente conservados que contém
pelo menos outros dois membros, TP63 e TP73 (Gallo et al., 2005; Oliveira,
2005), e apresenta homologias entre diversas espécies eucaribticas superiores
como Drosophila melanogaster, Xenopus leavis, Mus musculus entre outros
(Cavalcanti Jr et al., 2002; Oliveira, 2005). Embora os genes TP53, TP63 e
TP73 regulem grupos similares de genes, o TP53 é o unico com papel de
supressao tumoral (Gallo et al., 2005). Os fatores de transcricdo para o gene
TP53 incluem heterodimeros de proteinas c-Myc/Max que reconhecem
sequéncias CATGTG de —29 a —34 no sitio promotor do gene, podendo elevar
a expressao de TP53 em até 12 vezes (Oliveira, 2005).

8.1 — Do gene a proteina p53:

O produto do gene TP53 é uma fosfoproteina nuclear de 53kDa e com
393 aminoacidos em sua extensao (Sutcliffe & Brehm, 2004; Levine et al,
2006; Bojesen & Nordestgaard, 2008). A proteina p53 foi descrita
primeiramente em 1979 e desde essa época existem mais de 46.000 artigos
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publicados sobre esse assunto. A descricdo dessa proteina e de seu gene
mudou do conceito de um antigeno tumoral associado a virus para um
oncogene e em seguida para um gene supressor de tumor (Kress et al., 1979;
Oren & Rotter, 1999; Cavalcanti Jr. et al., 2002; Fett-Conte & Salles, 2002;
Silva, 2003; Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira, 2005; Ribeiro Jr & Safatle-
Ribeiro, 2006; Levine et al., 2006).

A proteina p53 possui uma organizacdo estrutural tipica de fatores de
transcricdo. Ela apresenta quatro dominios com funcdes distintas (Figura 2). A
extremidade amino-terminal ou N-terminal (residuos 1 ao 83) constitui o
dominio de transativacao transcricional, a porcao central (residuos 102 ao 292)
constitui a porcdo ligante a sequéncias especificas no DNA, e por fim na
extremidade carboxi-terminal ou C-terminal estdo o0s dominios de
tetramerizacao (residuos 319 ao 360) e regulatério (residuo 364 ao 393) (van
Oijen et al., 2000; Silva, 2003; Sutcliffe & Brehm, 2004; Gallo et al., 2005,
Oliveira, 2005; Levine et al., 2006; Smith et al., 2007 ). A regido N-terminal
pode ser dividida em sub-dominios com fungdes distintas, mas capazes de
cooperar na ativacao da transcricdo de varios genes-alvo (Smith et al., 2007).

Dominio regulatorio
Dominio de ligagao %4 39

20 DNA —

Extremidade Extremidade
N - Terminal C - Terminal
————— |
28 {2 102 200 292 39 360
Dominio de ana;s ﬁspe;mms Dominio de
transativagao EViED tetramerizagdo

Figura 2. Desenho esquematico dos 393 aminoacidos da proteina p53,
mostrando a localizacdo de regides distintas com diferentes fun¢des. Cada dominio é
responsavel por uma determinada funcao da proteina p53 [Silva, 2003].

Por desempenhar diferentes funcdes, cada dominio da proteina atua em

momentos especificos da atividade da p53. O dominio de transativacdo é
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importante para a ativagao especifica de determinados genes além de ser o
sitio de ligacdo de sua principal antagonista, a oncoproteina HDM2 — a forma
humana do gene murine double minute 2 protein, MDMZ2. O dominio central de
ligacdo ao DNA permite a adesdo da molécula protéica aos motivos de DNA,
incluindo as regides promotoras ou as regides intrOnicas de determinados
genes-alvo e constitui uma regido altamente conservada entre os membros da
familia de p53 (p63 e p73). O dominio de tetramerizacdo € responsavel pela
formacao dos tetrameros de p53, que representam a forma mais ativa da
molécula em transativacdo. Finalmente, o dominio regulatério é responsavel
pela regulagédo negativa do dominio central de ligacdo ao DNA, ligando-se a ele
e, assim, inibindo a ligacdo especifica da proteina aos diferentes promotores
(Ozéren & El-Deiry, 2000; van Oijen et al., 2000; Silva, 2003; Oliveira, 2005;
Smith et al., 2007 ; Madhumalar et al., 2008; Sauer et al., 2008).

A extremidade C-terminal € propensa ao splicing alternativo e a
modificacdes pos-traducionais e possui um dominio basico rico em arginina e
lisina que funciona como uma regidao autbnoma de ligacao inespecifica aos
acidos nucléicos. Acredita-se que esse dominio facilite a busca por alvos
especificos por todo o genoma (Sauer et al., 2008).

A afinidade de ligacao da p53 aos diversos motivos de DNA é variavel e
0s genes com maior afinidade respondem de forma mais intensa as alteragoes
nas concentragdes dessa proteina causadas por estresse carcinogénico. Os
polimorfismos de nucleotideo Unico nessas regides podem afetar o controle
transcricional de seus genes-alvo (Veprintsev & Fersht, 2008; Zeng et al.,
2008). Os mecanismos moleculares para a ativacao/repressao da transcricao
mediada por p53 sdo complexos e parecem depender da orientacdo da
seqUéncia de ligacdo aos promotores de seus genes responsivos (Alimirah et
al., 2007).

A funcao da p53 na supressao tumoral é explicada por seu papel chave
na resposta celular a varias formas de estresse. A proteina p53 tem a
caracteristica de ser expressa quando o DNA sofre algum tipo de dano (Silva,
2003; Sutcliffe & Brehm, 2004; Lima JM et al., 2006; Das et al., 2007). Em
condicdes favoraveis, ou seja, sem qualquer sinal de estresse celular, p53 se
encontra na forma inativa, mas esta é rapidamente ativada quando a célula

sofre alguma agressao. Varios sinais podem levar a estabilizacdo e ao acumulo
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de p53 por modificagdes pds-traducionais, paralisando a progressado do ciclo
celular nos chamados pontos de checagem (checkpoints) para que o DNA
possa ser reparado (Oren & Rotter, 1999; Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira,
2005). Esses sinais incluem agentes que causam danos ao DNA (estresse
genotoxico), ativacdo constitutiva de cascatas de sinalizacdo de crescimento
(estresse oncogénico), bem como outros tipos de estresse como a deplecao de
ribonucleotideos ou a hipéxia (Levine et al., 2006).

Portanto, p53 esta no ponto de convergéncia de varias vias diferentes de
resposta ao estresse. Ela é induzida em resposta a sinais gerados por
quinases como ATM, ATR, Chk2, JNK, que reconhecem danos e outros sinais
de estresse para o DNA (Oliveira, 2005; Levine et al., 2006). A proteina p53 se
liga ao local danificado do DNA, interrompendo as células nas fases G do ciclo
celular (G1 e/ou G2) e ativando mecanismos de reparo do DNA ou apoptose
(Alava et al., 2000; Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira, 2005; Gallo et al., 2005;
Lima JM et al., 2006). Desta forma, é garantida a manutencao da integridade
gendmica e o controle da proliferacdo celular (Oren & Rotter, 1999; Klumb et
al., 2002).

Os genes regulados por p53 envolvem genes envolvidos no bloqueio do
ciclo celular (p21"¥"" 14-3-3 sigma, GADD45, Reprimo e b99), na apoptose
(PUMA, BAX, NOXA, Fas/CD95, Perp, scotin, BCL-2, BCL-XL), no reparo do
DNA (Pol B, O6MGMT, MSH2, p48, p53R2), na angiogénese (TSP1, BAI-1,
MASPIN, GD-AiF, TSAP-6) e na evolucao para metastases (KAI). A regulacédo
coordenada desses genes por p53 resulta em efeitos anti-proliferativos,
permitindo a preservacao da integridade gendémica (Jin et al., 2001; Gallo et al.,
2005; Levine et al., 2006).

A senescéncia é outra forma de resposta de p53 ao estresse celular.
Existem algumas sugestoes de que a senescéncia é tao importante quanto a
apoptose na mediagao das funcdes supressoras de tumor de p53. Os genes e
seus produtos génicos que contribuem para esta via incluem os genes ATM,
ATR, Chk1, Chk2, Rb, STAT5A, E2F1, RasV12 (Mallette et al., 2008). Varios
outros genes responsivos a p53 estdo comecando a definir fungdes adicionais
a sua via. A proteina p48 e a subunidade p53R2 da ribonucleotideo redutase
S0 genes responsivos a p53 que auxiliam no reparo do DNA. As sestrinas sao

um grupo de genes regulados por p53 que neutralizam a presencga de oxigénio
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reativo na célula. Algumas funcdes da via de p53 ajudam a proteger a célula de
estresses endogenos e exdgenos, enquanto que outras aumentam o0s
processos de reparo celular. Uma segunda fungdo regulada por p53 é a
comunicacao com as células vizinhas de que ha um dano no DNA ou um sinal
de estresse (Jin et al., 2001; Levine et al.,2006).

A seqUéncia de consenso para a sinalizacdo de p53 no DNA é
RRRCWWGYYY, onde R é uma purina, W é Adenina ou Timina e Y é uma
pirimidina. O elemento responsivo a p53 € composto por duas a dez dessas
sequéncias de bases pareadas, separadas por uma regiao espacadora de 0-21
pares de base. As seqUéncias estdo localizadas frequentemente na
extremidade 5’ do gene ou no primeiro ou segundo intron do gene regulado
pela proteina p53. Esta claro que tipos diferentes de sinais de estresse
resultam em genes diferentes sendo transcritos sob o controle de p53 (Murphy,
2006; Levine et al., 2006; Alimirah et al., 2007; Lyakhov et al., 2008; Veprintsev
& Fersht, 2008).

Os genes que estao sob o controle de p53 foram localizados por meio de
um estudo que utilizou ferramentas de bio-informética para reunir todas as
informagdes encontradas nos bancos de dados sobre essa proteina. Foram
encontrados 16 elementos responsivos a p53, sendo que alguns deles também
sao alvos de p63 e p73 (Lyakhov et al., 2008). Entretanto, até o ano de 2008, ja
foram identificadas 1.546 regides de ligacao de p53, que também podem ser
sinalizadas pela superexpressao dos fatores de transcricao p63 e p73 (Smeenk
et al., 2008).

Em uma célula que se encontra numa situagdo de estresse, a proteina
p53 torna-se ativada pela fosforilagcao de residuos especificos na extremidade
N-terminal. Uma vez fosforilada, p53 ndo é capaz de se ligar ao DNA de
maneira especifica. A ligacdo nao-especifica ao DNA é causada pela ligacdo
da extremidade C-terminal da proteina com o dominio central, causando um
bloqueio desse dominio. O bloqueio pode ser revertido por fosforilacdo ou
acetilacdo da extremidade C-terminal (Figura 3) (Oliveira, 2005; Sauer et al.,
2008). Nessa situacao, p53 liga-se de maneira mais eficaz ao DNA, podendo
agir assim como fator de transcricdo de varios genes envolvidos no controle do

ciclo celular, incluindo os genes WAF1/CIP/P21 (do inglés, Wild-type p53-
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Activated Fragment) e GADD45 (do inglés, Growth Arrest DNA Damage)
(Alimirah et al., 2007; Sabah et al., 2007).

Para desempenhar sua funcao regulatéria, as moléculas protéicas de
p53 devem se associar para formarem tetrameros. O complexo protéico
tetramérico da proteina é capaz de conter o crescimento celular ou induzir a
apoptose (Oren & Rotter, 1999; Alava et al., 2000; Silva, 2003; Oliveira, 2005).
Além do mais, a fosforilacdo de p53 na extremidade N-terminal aumenta sua
ligacdo as histonas acetil-transferases (HATs) que promovem a acetilacao de
p53 apds inducao pelo estresse celular. A acetilacdo de p53 aumenta a sua
ativacao transcricional, acentuando sua atividade de ligagcdo a sequéncias
especificas no DNA (Sutcliffe & Brehm, 2004; Smith et al., 2007).

Profeina p53 " _f}?
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Figura 3. Modelo mostrando ativacdo da proteina p53 através da fosforilagdo
de residuos especificos na extremidade N-terminal. Apds fosforilagéo, a proteina se
liga de maneira inespecifica ao DNA. A acetilagdo na extremidade C-terminal libera o
dominio de ligacdo ao DNA, isso faz com que a p53 se ligue especificamente a
determinados sitios do DNA, podendo assim agir como um fator transcricional [Silva,
2003].
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O gene WAFT é ativado por p53 e codifica uma CDKI (do inglés, Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitors) denominada p21, um inibidor universal da
atividade das CDKs (do inglés, Cyclin-Dependent Kinase) (Sabah et al., 2007).
Quando os niveis de p21 aumentam, os complexos ciclina-CDK, aos quais a
p21 se liga, perdem a capacidade de fosforilar as proteinas supressoras
tumorais da familia RB. A proteina RB na sua forma hipofosforilada seqliestra o
fator de transcricao E2F (do inglés, Elongation Factor), necessario para a
sintese da maquinaria protéica de replicagdo do DNA celular, blogueando a
progressao do ciclo celular antes da fase S. Além de inibir a atividade do
complexo ciclina-CDK, a p21 também pode interferir diretamente com a sintese
de DNA mediante ligacdo ao PCNA (do inglés, Proliferating Cell Nuclear
Antigen), um fator essencial para a replicacdo do material genético.

O gene GADDA45 codifica uma proteina que, de forma similar a p21, inibe
a sintese de DNA pela ligacdo ao PCNA (Oren & Rotter, 1999; Wallace-
Brodeur & Lowe, 1999; Fett-Conte & Salles, 2002; Oliveira, 2005).

Apesar de ser um fator transcricional para genes relacionados as vias
apoptéticas, a proteina p53 também pode estimular a apoptose
independentemente da transcricdo g@énica através da acdo direta no
citosol/mitocondria. As vias apoptéticas dependentes da p53 levam a uma
disfungdo mitocondrial (Levine et al., 2006; Uo et al., 2007; Wang et al., 2007).

A proteina BAX é membro da familia BCL-2 e seu deslocamento do
citoplasma para a mitocéndria promove a liberacdo de agentes pré-apoptoticos
nesta organela. Os alvos transcricionais de p53 incluem proteinas de dominio
unico BH3 (Bcl-2 homology 3) como PUMA (p53-upregulated modulator of
apoptosis) e Noxa, as quais ativam BAX (Bcl-2-associated X protein) e BAK
(Bcl-2-antagonist/killer) direta ou indiretamente, resultando na permeabilizacédo
da membrana mitocondrial externa e liberacdo do citocromo ¢. Uma vez no
citoplasma, o citocromo c¢ funciona como um co-fator da Apaf-1 (apoptosis
protease-activating factor 1) para promover a clivagem da pré-capase-9,
iniciando os eventos apoptéticos (Jin et al., 2001; Levine et al., 2006; Amaral et
al., 2007; Sabah et al., 2007; Uo et al., 2007; Wang et al., 2007).

O equilibrio entre as proteinas BAX (indutora de apoptose) e BCL-2
(oncoproteina anti-apoptoética) pode ser alterado pela p53 de maneira a
favorecer a morte celular (Sabah et al., 2007). A proteina p53, ao se deslocar
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para a mitocéndria, neutraliza a funcao anti-apotética da BCL-2 (Oliveira, 2005;
Sabah et al., 2007; Li et al., 2008).

Outras proteinas anti-apoptéticas reguladas negativamente por p53
incluem survivina e ARC (apoptosis repressor with caspase recruitment
domain) (Végran et al., 2007; Li et al., 2008). Mutacées no gene TP53 foram
associadas ao aumento de expressdo de survivina e de suas variantes,
sugerindo um aumento da sobrevida celular com conseqlente resisténcia a
terapias para o cancer, ja que nao ocorre apoptose (Végran et al., 2007).

A proteina p53, que em situacbes normais possui uma meia vida
relativamente curta, cerca de 20 a 30 minutos, € mantida em baixos niveis nos
tecidos normais que ndo sofreram nenhum dano. Os baixos niveis de p53 nos
tecidos normais sdo mantidos por meio de mecanismos que garantem sua
rapida degradacao, sob um rigido controle. Muitos genes e seus produtos estdo
envolvidos nesse controle. Neste contexto, o proto-oncogene MDM2 é
importante, pois se trata de um gene ativado por p53. O controle da expressao
de MDM2Z ¢ exercido pela propria p53 sendo ela assim responsavel pelo seu
préprio feedback (Silva, 2003; Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira, 2005; Levine et
al., 2006; Sabah et al., 2007; Veprintsev & Fersht, 2008).

O produto funcional de MDMZ2, a proteina MDM2, é uma ubiquitina-ligase
capaz de se ligar a extremidade N-terminal da proteina p53, blogueando assim
sua atividade transcricional. A MDM2 transfere unidades de ubiquitina a varias
regides da extremidade C-terminal de p53. Essa ligacdo € responsavel pela
exportacdo de p53 do nucleo para o citoplasma celular, onde esta sera
degradada via proteassoma. Recentemente, outras duas ubiquitina ligases que
agem sobre a p53 foram descritas, a COP-1 e PIRH-2 (Levine et al., 2006). O
transporte do complexo protéico MDM2/p53 para fora do nucleo é mediado por
proteinas especificas, denominadas exportinas, que sao capazes de se ligar a
proteina MDM2 e auxiliar na exportacdo do complexo para fora do nucleo
(Silva, 2003; Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira, 2005; Levine et al., 2006).

Existem outros mecanismos de degradacdo de p53 independentes do
proteassoma em células humanas. Um exemplo € o que envolve as calpainas,
uma familia de cisteina-proteases capazes de degradar p53 via ubiquitinacdo
(Sutcliffe et al., 2004).
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Outra via de ativacdo de p53 resulta da inativacdo mutacional de um
gene supressor de tumor como o retinoblastoma e o APC ou de uma mutacao
capaz de ativar oncogenes como o myc ou Ras. As atividades de fatores de
transcricdo que resultam das mutagdes nesses genes podem transcrever o
gene ARF (Levine et al., 2006).

A regulacdo dos niveis de p53 nuclear pode ser neutralizada pela

ARF
proteina supressora tumoral p14  codificada pelo locus INKa/ARF (do inglés,

Alternative Reading Frame), que é capaz de se ligar a proteina MDM2 e formar

um complexo com MDM2/p53 que é retido no nicleo. A proteina p14°RF

pode
também degradar MDM2, inibindo sua atividade como ubiquitina ligase,
aumentando os niveis de p53 na célula (Jin et al., 2000; Silva, 2003; Oliveira,
2005, Levine et al., 2006). Adicionalmente, delecdo ou mutacdes do gene
INKa/ARF também sao mecanismos alternativos de inativacdo de p53. A
proteina p53 reprime a transcricdo do gene ARF. Este circuito complexo é
essencial para a atividade, a manutencdo e para a regulagcdo dos niveis
intracelulares de p53 (Jin et al., 2000; Oliveira, 2005).

A habilidade de MDM2 de se ligar a p53 também ¢é prejudicada apds
fosforilacdo do sitio de ligagao, causada por danos no DNA. A proteina p53
possui sinais de localizagdo nuclear, chamados NLS (do inglés, Nuclear
Localization Signals), os quais, em sua maioria, se localizam na extremidade C-
terminal e que permitem a sua entrada no nudcleo. Existe um sinal de
exportacdo nuclear, o NES (do inglés, Nuclear Export Signal), no dominio de
tetramerizacdo da proteina p53. Quando a p53 estd na forma tetramérica, o
NES fica inacessivel as exportinas, mas se p53 se encontra no estagio
dimérico ou monomeérico, as exportinas podem se ligar ao NES e p53 pode ser
transportada para o citoplasma independentemente de MDM2. Existe também
outro mecanismo de exportacdo de p53 para o citoplasma em sua extremidade
N-terminal, na regido de ligagdo a MDM2 (Sutcliffe & Brehm, 2004; Oliveira,
2005).

A fosforilagdo da extremidade N-terminal, além de estabilizar p53,
bloqueia sua interacdo com MDM2 e regula sua localizagédo celular, inibindo a
sequéncia de exportacao nuclear. Além do mais, ela tem o poder de estimular a
atividade de transativacao de p53 (Sutcliffe & Brehm, 2004).
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A superexpressdao de MDM2 também esta associada a progressao
acelerada do cancer e a falta de resposta a terapia em alguns tipos de tumor.
Os niveis muito elevados de MDM2 enfraquecem a via de p53, resultando em
uma taxa mais elevada de mutacgdes, em falhas no reparo de DNA e na
reducao da apoptose, levando a uma formagao tumoral mais rapida e freqiiente
(Levine et al., 2006; Bond et al., 2007).

A regido promotora de MDM2 é regulada por vias de sinalizacao
hormonais e sua ativacao pode ser induzida pela expressdo do receptor de
estrogeno. Por isso, é possivel relacionar a expressao de MDM2 ao género,
pois muitos horménios sdo género-especificos. Assim, as mulheres possuem
niveis mais elevados de MDM2, fato que diminui as concentracdes celulares de
p53, podendo leva-las a uma predisposicdo mais intensa ao desenvolvimento
de cancer (Levine et al., 2006; Bond et al., 2007; Drsted et al., 2007). De forma
interessante, também foi sugerido que existe uma regulacdo mutua e inversa
entre a expressao de TP53 e o receptor de andrégeno em linhagens celulares
de cancer de préstata (Alimirah et al., 2007).

Mutacdes génicas também interferem na estabilidade da p53. As
mutacdes sao preferencialmente do tipo missense e ocorrem principalmente no
dominio de ligacdo ao DNA (Thomas et al., 1999; Wallace-Brodeur & Lowe,
1999; Alava et al, 2000; Silva, 2003; Savage et al., 2006; Petitiean et al.,
2007a; Madhumalar et al., 2008). As proteinas mutantes possuem um efeito
dominante negativo, formando heterotetrameros com p53 normal. Estas
mutagbes resultam em proteinas com atividades transcricionais alteradas ou
ausentes e que se acumulam em altas concentracdées (Thomas et al.,, 1999;
Alava et al., 2000; Silva, 2003; Petitjean et al., 2007a; Madhumalar et al., 2008).

Neste contexto, utilizando ensaios imuno-histoquimicos,
imunofluorescéncia e ELISA, pode-se detectar p53 mutante em tumores devido
a sua conformacao mais resistente a degradacao do que a proteina selvagem
(Wallace-Brodeur & Lowe, 1999; Oliveira, 2005; Muret et al., 2008). Entretanto,
dependendo da sensibilidade da técnica, e do nivel de estresse exercido sobre
o tecido, a superexpressao fisioldgica do tipo selvagem de p53 também pode
resultar em niveis protéicos imunodetectaveis. Para distinguir entre as causas

1WAF1

da imunorreatividade de p53, a anélise paralela da expresséo de p2 pode

1WAF1

ser util. A demonstragcdo do acumulo de p53 na auséncia de p2 se
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correlaciona bem com as mutagbes do tipo missense de TP53 em vérios
estudos (Alava et al., 2000; Sabah et al., 2007).

Em células com o TP53 mutado ou inativo, hd um acumulo de defeitos
genéticos que culminam com a transformagdo maligna, pois nao ocorre
apoptose (Brentani et al., 2003; Das et al., 2007). As mutacdes em TP53 se
diversificam em suas posi¢cdes e natureza, permitindo o agrupamento e a
comparacao dos perfis mutacionais encontrados em cada tipo de tumor. Mais
de 80% das mutacdes pontuais estdo concentradas nos éxons 4 a 9, facilitando
o estudo dessas alteragdes (Gallo et al., 2005). Os tumores com mutacdées em
TP53 estdo associados a um fendtipo mais agressivo e a um pior progndstico
(Bond et al., 2007; Das et al., 2007).

A perda da fung¢éo génica por meio de mecanismos genéticos recessivos
requer a inativacdo de ambos os alelos de TP53, sugerindo uma perda de
funcédo geneticamente dominante em consequéncia dessas mutac¢des pontuais.
Estas podem resultar em uma oncoproteina capaz de sequestrar ou de inativar
a p53 selvagem. Esses dados indicam que, apesar de mecanismos genéticos
especificos, a atenuacao da funcao normal de p53 também é importante para
seu papel em neoplasias humanas (Mulligan et al., 1990; Das et al., 2007).
Outro aspecto interessante € que, além da auséncia de atividade da propria
proteina selvagem, o predominio de mutacbes do tipo missense leva a
expressdao de uma proteina estavel, mas conformacionalmente aberrante,
sugerindo um possivel ganho de fungado como resultado dessas mutagdes (Das
et al., 2007).

As alteracdes germinativas de TP53 estdo associadas a uma condicéao
autossébmica dominante rara, a sindrome de Li-Fraumeni (SLF). Essas
mutacbes sdo encontradas em 70% dos casos dessa sindrome (Achatz et al.,
2007). Os pacientes com SLF sao heterozigotos para a mutacdo de TP53, mas
suas células neoplasicas perdem o alelo selvagem. Cerca de 80% dos tumores
encontrados nos portadores dessa mutacdo sdo sarcomas, cancer de mama,
tumores cerebrais e carcinomas adrenocorticais. Destes 80%, a metade é
representada apenas por cancer de mama e por sarcomas (Gallo et al., 2005;
Petitjean et al., 2007a).

De modo geral, a mutacdo em TP53 é um fator prognéstico ruim e, aos
poucos, a deteccao de tais mutacdes esta sendo incorporada na avaliagao
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prognéstica clinica de tumores humanos (Simpson, 1999, Antonescu et al.,
2001; Antonescu et al., 2006; Olivier et al., 2006; Savage et al., 2006; Achatz et
al., 2007; Petitjean et al., 2007a). Alguns individuos possuem niveis funcionais
de p53 diversos, respondendo de maneiras diferentes ao estresse ambiental e
possuindo riscos variaveis para o desenvolvimento do cancer associado (Bond
et al., 2007). As mutacdoes em TP53 também sdo associadas com a resisténcia
a quimioterapia, especialmente aos agentes que causam danos ao DNA, em
pacientes com diversos tipos de tumor, incluindo sarcomas. Isso pode ser
devido a perda da capacidade apoptoética em resposta ao dano no DNA (Alava
et al., 2000; Bond et al., 2007; Muret et al., 2008).

As mutacbes somaticas de TP53 mais frequentes foram seqlenciadas e
encontram-se descritas em um banco de dados do IARC, conforme ilustrado na
figura 4.

Prevaléncia de mutagbes em TPS53 por regido tumoral
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Figura 4 - Mutagbes soméaticas de TP53 mais frequentes em humanos — dados de
mutacdes em TP53 do IARC (modificado de Petitjean et al., 2007b).

Varias mutagbes de TP53 foram relacionadas aos SPM (Andreassen et
al., 1993; Hieken et al., 1996 ;Simpson, 1999; Wallace-Brodeur & Lowe, 1999;
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Alava et al., 2000; Ambrosini-Spaltro et al., 2006; Borden et al., 2003), sendo
consideradas as alteracbes genéticas mais comuns nessas neoplasias (Das et
al., 2007). Essas alteracoes foram relacionadas a agressividade do tumor, ao
prognéstico desfavoravel, a reducado na sobrevida e a resposta ao tratamento
(Komuro et al., 1993; Taubert et al., 1996; Bastian et al., 1999; Schhhneider-
Stock et al.,, 1999; Dirix et al., 1999; Taylor et al., 2000; Borden et al., 20083;
Sabah et al., 2007; Das et al., 2007; Muret et al., 2008). O gene TP53 esta
mutado em 17 a 20% dos SPM e, dentre essas mutagdes, 69% sao do tipo
missense, 13,4% sao mutacdes silienciosas e 6,06% sao mutacdes sem
sentido (Petitjean et al., 2007b; Muret et al., 2008). A literatura relata que essas
mutacdes sdo mais freqiientemente encontradas em metastases do que em
tumores primarios, como também em sarcomas de alto grau, quando
comparados aqueles de baixo grau de anaplasia (Das et al., 2007; Muret et al.,
2008).

As mutacbes de TP53 possuem impacto negativo na sobrevida global e
na sobrevida sarcoma-especifica. A expansao clonal de células com o TP53
mutado em SPM confere vantagem metastatica ao tumor e a re-introdug¢ao do
gene selvagem nessas mesmas células é capaz de inibir a proliferagao celular
e de aumentar a resposta tumoral a drogas citotéxicas utilizadas no tratamento
quimioterapico (Das et al., 2007; Muret et al., 2008).

As alteracbes de TP53 em SPM estdo correlacionadas ao prognostico
desfavoravel, especialmente quando estdo associadas a amplificacdo do gene
MDM2 (Muret et al., 2008). Elas contribuem para a promocao de mestastases,
uma vez que estado relacionadas a perda do controle do ciclo celular, ao
aumento da angiogénese, da invasividade e da quimioresisténcia (Das et al.,
2007).

Hieken et al., 1993, foram os primeiros a sugerir que a expressao de p53
mutante € um marcador de sobrevida diminuida em pacientes adultos com
SPM bem diferenciados de grau I. O estudo de Das et al., 2007, foi o primeiro a
identificar mutagdes no éxon 4 de TP53 em amostras tumorais de SPM. Por
meio de técnicas de seqlenciamento direto e de imuno-histoquimica, os
autores nao conseguiram correlacionar os achados entre as duas técnicas. A
presenca de mutacdes foi observada ao longo de toda regido codificadora do
gene. Entretanto, 40% delas se concentravam entre os residuos 63-96,
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correspondentes ao éxon 4 de TP53. Este foi o primeiro relato de mutacdes
nessa regido do gene TP53 em SPM e tais alterac6es conferiram aos pacientes
incluidos no estudo um decréscimo nas taxas de sobrevida, quando
comparados aos tumores que abrigavam o TP53 selvagem. Esta alta taxa de
mutacdes encontrada no éxon 4 sugere que 0 mesmo possa ser uma regiao
propensa a mutagcées em SPM, especialmente no sarcoma sinovial, mas esta é
uma observagédo que necessita ser validada em um maior numero de casos.

Em relagdo a terapia dos SPM, algumas modalidades de tratamento
quimioterapico induzem a morte celular através da ativacdo de TP53 apos
danos ao DNA. A proteina p53 mutada é capaz de inibir essa ativagao,
podendo explicar a resisténcia dos sarcomas ao tratamento administrado e
também se correlaciona com respostas histopatoldgicas insatisfatérias. Os
achados da literatura indicam que o status da p53 pode ser determinante na
eficacia dos protocolos de tratamento baseados no uso de indutores
apoptoéticos (Muret et al., 2008).

Neste contexto, a introducéo da p53 selvagem pode ser um componente
essencial na promocao da morte celular dindmica, podendo auxiliar no
desenvolvimento de terapias baseadas em mecanismos citotoxicos, com o
objetivo de se estabelecer um tratamento mais efetivo. Assim, pacientes
portadores da p53 mutada poderiam se beneficiar de um tratamento mais
agressivo, incluindo radioterapia pés-operatéria, combinada ou nado a
quimioterapia (Muret et al., 2008).

9 — O polimorfismo de TP53

9.1 — O polimorfismo Arg/Pro no cédon 72 de TP53

Os polimorfismos genéticos de nucleotideos Unicos (SNP = single
nucleotide polymorphism) sédo variagcdes na sequiéncia de DNA que podem criar
ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricido e que estao
associados com alteracdes de apenas uma base nitrogenada. A freqiiéncia dos
polimorfismos genéticos de nucleotideos Unicos ocorre em mais de 1% da

populacdo (Lima et al, 2006; Bojesen & WNordestgaard, 2008). Apds a
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conclusdo do projeto genoma, mais de dez milhdes de SNPs foram
identificados (Bojesen & Nordestgaard, 2008). Algumas das alteracdes
polimérficas ocorrem em sequUéncias ndao codificantes do gene, e na maioria
dos casos, nao afetam suas funcbes. Outras alteracbes ocorrem em
sequéncias codificantes, levando a producdo de proteinas defeituosas. Deste
modo, em alguns casos, os SNPs podem afetar a suscetibilidade ao cancer
(Lima J et al., 2006).

O gene TP53 apresenta mais de 14 polimorfismos diferentes (Gallo et
al., 2005; Oliveira, 2005), cujas sequéncias nucleotidicas foram descritas e
estdo depositadas no banco de dados da Agéncia Internacional de Pesquisa do
Céancer (IARC - International Agency Research on Cancer) em Lyon, Franca
(Petitjean et al., 2007b).

Além das mutagdes, o polimorfismo do cédon 72 do gene supressor de
tumor TP53 tem sido investigado extensivamente. Este polimorfismo causa
impacto na sequéncia codificante do gene, além de se associar a um maior
risco para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Gallo et al., 2005;
Savage et al., 2006). O polimorfismo acarreta mudanca na sequéncia de
aminoacidos da proteina p53, resultando na presenca de duas variantes para o
residuo 72 (Figura 5) (Silva, 2003). O co6don 72 do éxon 4 pode codificar um
aminoacido arginina (p53Arg) ou uma prolina (p53Pro) (Storey et al., 1998;
Sourvinos et al., 2001; Bhattacharya et al., 2002; Lattuada et al., 2004; Cortezzi
et al., 2004; Oliveira, 2005; Ribeiro Jr & Safatle-Ribeiro, 2006). A simples
substituicdo de uma base no cdédon resulta em alteracao estrutural da proteina
p53 (Cavalcanti Jr. et al., 2002; Lattuada et al., 2004; Oliveira, 2005; Lima J et
al., 2006). A segunda base do cdédon 72 sofre um processo de transversdo, que
consiste na substituicdo de uma base purica (G) por uma base pirimidica (C),
gerando assim os dois cddons diferentes: um CCC que codifica prolina e outro
CGC que codifica arginina. De modo geral, as transversdes tém origem nos
erros de incorporacdo de bases durante a replicacdo do DNA. Em outros
casos, sao causadas por lesbes no DNA ocasionadas por agentes ambientais
(Guimaraes & Costa, 2002; Oliveira, 2005).
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Figura 5. Modelo esquemético do gene p53, indicando os dominios funcionais
da proteina. A localizagdo do polimorfismo é indicada no cédon 72, mostrando a
posicao dos aminodcidos prolina (Pro) e arginina (Arg) [Silva, 2003]

Os dois alelos selvagens, p53Arg e p53Pro, geram trés gendtipos
diferentes nas populagdes humanas: dois homozigotos para p53ArgArg e
p53ProPro, e um heterozigoto para p53ArgPro.

O polimorfismo do cédon 72 ocorre em um dominio protéico rico em
residuos de prolina (aminoacidos 64 a 92). Essa regidao € necessaria para a
atividade de supressdo do crescimento celular, desempenhando um papel
importante na apoptose mediada por p53, mas nao no bloqueio do ciclo celular
(Thomas et al., 1999; Siddique et al., 2005; Das et al., 2007). Por este motivo, é
de grande importancia verificar o papel deste polimorfismo na atividade da
proteina p53.

a) Polimorfismo de TP53 e distribuicao geografica de suas variantes

As frequéncias alélicas de p53Arg e pS53Pro variam etno-
geograficamente e esta observacdo sugere que os dois alelos podem sofrer
pressdo seletiva nas diferentes populagbes étnicas, o que pode ser
consequéncia de uma adaptagdo ecolégica (Fett-Conte & Salles, 2002;
Oliveira, 2005; Siddique et al., 2005; Bojesen & Nordestgaard, 2008). Acredita-
se que o alelo p53Pro seja o mais antigo (Bojesen & Nordestgaard, 2008). Sua
frequiéncia é de aproximadamante 60-70% em afro-descendentes, mas de
apenas 10-35% em caucasianos. A freqiéncia deste alelo aumenta de maneira
linear a medida que as populacdes se aproximam da linha equatorial. Essa
caracteristica levou a hip6tese de que a alta exposicao a luz UV resultou na
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selecdo do alelo p53Pro, sugerindo que este seja um alelo protetor mais
eficiente contra doencas induzidas pela exposicao a luz solar (Dumont et al.,
2003; Levine et al., 2006; Murphy, 2006; Bojesen & Nordestgaard, 2008). A
freqUéncia do alelo p53Arg no cédon 72 da populacédo caucasiana em geral é
de aproximadamente 70% (Donehower et al., 2005).

Até o ano de 2005, oito estudos relacionados ao SNP do c6édon 72 de
TP53 foram relatados na América Latina. Todos eles foram feitos utilizando-se
a técnica de PCR e o alelo p53Arg foi descrito como o mais comum em todas
as populacoes, exceto em uma analise peruana, na qual o alelo p53Pro foi o
mais freqlente. Algumas pesquisas também ja foram conduzidas com o
objetivo de relacionar os diversos polimorfismos de TP53 como marcador para
compreender a distribuicdo populacional na América Latina (Gallo et al., 2005).

b) Polimorfismo de TP53 e diferencas funcionais das variantes

Diversos estudos demonstram que as variantes p53Arg e p53Pro
apresentam diferencas funcionais significativas (Storey et al., 1998; Thomas et
al., 1999; Sourvinos et al., 2001; Dumont et al., 2003; van Heemst et al., 2005;
Oliveira, 2005; Siddique et al., 2006; Qrsted et al, 2007; Bojesen &
Nordestgaard, 2008). Todos esses autores concordam que o polimorfismo do
cédon 72 altera a conformacao da proteina p53, afetando suas propriedades
bioquimicas, biolégicas e funcionais (Lattuada et al, 2004). A troca do
aminodcido na posigao 72 resulta em uma alteragdo estrutural da proteina,
uma vez que a variante p53Pro migra mais lentamente do que a variante
p53Arg no gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE, do inglés, Sodium Duodecil
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Thomas et al., 1999; Dumont et
al., 2003; Bojesen & Nordestgaard, 2008).

Esta comprovado que a variante p53Arg € a mais eficiente na indugao
da apoptose, enquanto que a variante p53Pro induz o bloqueio do ciclo celular
em G1 e a ativacao de mecanismos de reparo p53-dependentes de forma mais
eficaz (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Siddique et al., 2006; Jrsted
et al., 2007; Bojesen & Nordestgaard, 2008). Alguns estudos revelaram que a
variante p53Arg movimenta-se mais intensamente para a mitocOndria,

induzindo a liberagdo do citocromo ¢ e desencadeamento da apoptose
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(Murphy, 2006; Siddique et al., 2006). O papel de p53Arg na inducédo de
apoptose se correlaciona com uma melhor capacidade de p53 interagir com
MDM2, o que facilita sua exportagdo nuclear e sua localizacdo mitocondrial
(Drsted et al., 2007; Petitjean et al., 2007b).

A afinidade de ligacdo a MDM2 é trés a quatro vezes maior para a
proteina p53 que contém o alelo p53Arg do que a que contém p53Pro, levando
a um maior aumento da exportacdo nuclear desta variante (Murphy, 2006).
Polimorfismos no gene MDM2 também podem influenciar na capacidade
apoptoética das células. O produto do gene AKT1 é uma quinase anti-apoptotica
e um dos seus substratos é a proteina MDM2. A fosforilagdo de MDM2 por
AKT1 inibe sua ubiquitinacdo, estabilizando-a. Essa fosforilagdo também
promove o movimento de MDM2 para dentro do ndcleo no qual ela pode agir,
desestabilizar a proteina p53 e reduzir a apoptose. Portanto, AKT1 pode agir
em epistasia com MDM2, controlando os niveis de sua proteina (Harris et al.,
2005).

Os membros da familia ASPP (apoptosis-stimulating protein of p53)
ligam-se ao dominio rico em prolina de p53, regiao que abriga 0 SNP do cédon
72. ASPP1 e ASPP2 sao ativadores de p53, enquanto que iASPP funciona
como inibidor dessa proteina, ligando-se e regulando a atividade da variante
p53Pro mais eficientemente do que da p53Arg. Portanto, o escape a regulagao
negativa por iASPP é um novo mecanismo identificado pelo qual p53Arg ativa
apoptose de forma mais eficiente que p53Pro (Bergamaschi et al., 2006).

Foi demonstrado que a variante p53Pro induz o bloqueio do ciclo celular
mais satisfatoriamente do que p53Arg. Os dados indicam que essas variantes
polimérficas podem ter evoluido para regularem seletivamente funcdes
celulares especificas. Os mecanismos de reparo do DNA sdo essenciais para a
prevencao do acumulo de instabilidade genémica e, portanto, para a formacao
do cancer. Esta comprovado que p53Pro ativa a transcricido de varios genes-
alvo envolvidos no reparo do DNA de maneira mais eficiente que p53Arg
(Siddique et al., 2006).

Outros polimorfismos de TP53 foram identificados em populacdes
humanas, muitos deles localizados em introns, fora das regides de splicing de
consenso. O polimorfismo do cdédon 72 tem as suas freqUéncias alélicas
influenciadas por diferencas étnicas. Muitos estudos investigaram as
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associagdes do SNP do cdédon 72 de TP53 com o risco elevado para inUmeros
canceres, mas as associacoes que foram encontradas em alguns destes
estudos tornam-se um desafio para os estudos subseqlientes (Sourvinos et al.,
2001; Lattuada et al., 2004; Gallo et al., 2005; Bojesen & Nordestgaard, 2008).
A heterogeneidade da resposta de p53 também pode ser devida as variagdes
genéticas nos promotores dos seus genes responsivos. Alguns grupos
identificaram aproximadamente 40 SNPs nesses elementos funcionais que
possuem impacto significativo na atividade transcricional de p53 (Murphy,
2006).

c) Polimorfismo de TP53 e longevidade

Van Heemst et al., 2005, demonstraram que o polimorfismo do cédon 72
de TP53 influencia na longevidade. Este grupo realizou um estudo prospectivo
nos habitantes de Leiden, Holanda, com 1.226 individuos com idades acima de
85 anos. O SNP do cédon 72 foi analisado e a causa especifica de morte foi
relatada posteriormente. A mortalidade por cancer foi maior nos individuos
homozigotos para p53Pro, comparada aos homozigotos para p53Arg (29
versus 14%, respectivamente). Essa diferenca significativa € consistente com o
potencial apoptético aumentado da variante p53Arg. O mais interessante,
contudo, é que o mesmo estudo indicou que os individuos homozigotos para
p53Pro tiveram um aumento relativo na sobrevida, quando comparados aos
homozigotos para p53Arg. A morte por eventos néo relacionados ao cancer
ocorreu em 21% dos individuos p53Arg/Arg, mas em apenas 6% dos
p53Pro/Pro. Isso indica que p53Arg diminui o risco para o desenvolvimento de
cancer, mas também reduz a expectativa de vida. Os autores concluiram que o
gendtipo p53Pro/Pro confere um beneficio significativo para a expectativa de
vida que supera os efeitos deletérios de uma maior suscetibilidade para o
desenvolvimento de cancer.

Donehower et al., 2005, especulam que o aumento da atividade global
da proteina p53 inibe a renovagdo do tecido e a funcdo das “stem cells”,
resultando em um 6rgdo com numero de células e fungdo reduzidas,
acompanhado de atrofia. O TP53 regula o processo de envelhecimento dos
mamiferos independente do seu papel na supressao do céancer, podendo
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influenciar na longevidade. A alteracao dessas fungdes pode estar relacionada
ao melhor poder apoptético conferido pelo alelo p53Arg.

Os estudos de Qrsted et al., 2007, e Bojesen & Nordestgaard, 2008, sao
complementares e também apresentam resultados semelhantes ao de van
Heemst, porém em um grupo amostral consideravelmente maior, mais de 9.000
participantes. Segundo esse grupo, a ativacao das vias de p53, principalmente
da variante p53Arg, € benéfica quando o organismo é jovem, protegendo
contra o cancer, mas em organismos mais velhos ela pode reduzir a
expectativa de vida e até aumentar o risco para o desenvolvimento de
neoplasias, a chamada pleiotropia antagonista (Qrsted et al., 2007; Bojesen &
Nordestgaard, 2008). Esse termo é atribuido a genes que possuem papéis
benéficos quando a pressao seletiva € grande (durante os anos reprodutivos,
por exemplo), mas que apresentam efeitos deletérios na auséncia de selegéao
(ap6s os anos reprodutivos). De acordo com esse conceito, p53 acelera o
envelhecimento a medida que responde ao estresse celular, indicando que sua
expressao influencia os processos degenerativos em todo o organismo.

Segundo esse grupo, a expressao do alelo p53Pro reduz a mortalidade,
podendo resultar no decréscimo do processo de envelhecimento causado pela
diminuicdo das atividades pro-apoptéticas e aumento do bloqueio do ciclo
celular e dos mecanismos de reparo induzidos por p53. O fato dos gendétipos
p53Arg/Pro e p53Pro/Pro se associarem a maior expectativa de vida pode ser
explicado por um melhor prognéstico ap6s o diagnéstico de céncer ou de
outras doencas graves, melhorando a sobrevida em cinco anos. Essa
caracteristica sugere que p53Pro é uma variante genética de ganho de funcao
importante. Entretanto, os resultados encontrados de que nao existe
associacdao entre os gendtipos p53Arg/Pro e p53Pro/Pro e o risco para o
desenvolvimento do cancer sugerem que o polimorfismo do cédon 72 néo esta
associado & predisposicdo para o desenvolvimento de neoplasias (Jrsted et
al., 2007; Bojesen & Nordestgaard, 2008).
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d) Polimorfismo de TP53 e predisposicao aos diferentes tipos de

cancer

A andlise do polimorfismo do cédon 72 de TP53 foi realizada em varios
tipos de neoplasias, algumas das quais incluem o cancer colorretal (Lima J et
al., 2006 ), hepatocelular (Zhu et al., 2005), de mama (Bonafé et al., 2003; Xu
et al., 2005; Toyama et al., 2007), de cabeca e pescoco (Sourvinos et al., 2001;
Cortezzi et al., 2004), de colo uterino (Bhattacharya et al., 2002; Brenna et al.,
2004) e a leucemia mieldide crénica (Hamu et al., 2007). Estes resultados sao
conflitantes e sugerem que os alelos p53Arg/Pro desenvolvem papéis
diferentes nos mais variados tipos de cancer (Cortezzi et al., 2004). Assim,
estudos com este polimorfismo estdo deixando o campo da susceptibilidade ao
cancer e adentrando o campo do significado prognéstico da doenga ja que as
variantes p53Arg e p53Pro possuem cinéticas apoptéticas diferenciadas e
dependentes do tipo e da localizacao do tumor (Siddique et al., 2005).

Bonafé et al., 2003, avaliaram o polimorfismo do cédon 72 de TP53 em
67 mulheres afetadas por cancer de mama que se submeteram a ressecgao
cirurgica. Este estudo levou a conclusao de que a retencéo do alelo p53Arg nas
pacientes heterozigotas esta associada a uma redugéo na sobrevida global e
no intervalo livre de doenca. Entretanto, Xu et al., 2005, e Toyama et al., 2007,
concluiram que as mulheres com cancer de mama portadoras da variante
p53Pro/Pro sdo menos sensiveis as terapias adjuvante e neoadjuvante do que
as portadoras dos gendétipos p53Arg/Pro e pS3Arg/Arg. Esses autores também
avaliaram o comprometimento linfonodal relacionado a genotipagem do cdédon
72, encontrando uma porcentagem maior de linfonodos positivos nas pacientes
portadoras do alelo p53Pro. Toyama et al., 2007, considera o gendtipo
p53Pro/Pro como um fator prognéstico independente em mulheres com cancer
de mama. A melhor resposta ao tratamento em individuos portadores do alelo
p53Arg pode ser relacionada ao seu potencial apoptético mais acentuado.

Storey et al., 1998, verificaram que a oncoproteina E6 do HPV-18 possui
a capacidade de degradar p53 via ubiquitinacdo e que a variante p53Arg é
mais suscetivel a essa degradacdo. De acordo com esses autores, 0s
individuos p53Arg/Arg eram 7 vezes mais propensos ao desenvolvimento de
cancer cervical associado ao HPV do que os portadores do gendtipo
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homozigoto p53Pro/Pro. Entretanto, um estudo posterior (Bhattacharya et al.,
2002) nao revelou uma associacao significativa entre o gendétipo p53Arg/Arg e
o desenvolvimento de céncer cervical, mas demonstrou que p53Pro/Pro esta
relacionado ao risco mais elevado para essa neoplasia.

Uma pesquisa conduzida por Brenna et al, 2004, em mulheres
brasileiras HPV-positivas portadoras de cancer cervical chegou a conclusao de
gue o polimorfismo de TP53 € um fator de risco determinante para o carcinoma
cervical. Contudo, essa condicdo nao parece ser suficiente para induzir a
carcinogénese cervical ou para determinar a progressao da doenca.

A meta-andlise realizada por Koushik et al., 2004, concluiu que, apesar
da forte associacdo entre a homozigosidade para p53Arg e o risco para o
desenvolvimento de cancer cervical, poucos estudos subseqlientes ao de
Storey confirmaram seus resultados. A associacdo entre o polimorfismo do
cédon 72 de TP53 e a neoplasia cervical foi divergente nos estudos analisados
de acordo com a etnia das populacoes.

Sousa et al., 2007, também conduziram uma meta-analise sobre os
estudos realizados em populacdes européias a fim de resumir o risco global
para esse polimorfismo, considerando a influéncia da localizacdo
geografica/étnica como um fator importante na definicdo do perfil genético e da
suscetibilidade para o desenvolvimento do cancer cervical. Entretanto, o
gendtipo p53Arg/Arg parece nao representar um marcador de risco para o
céancer cervical na maioria dos artigos analisados.

Lima JM et al, 2006, observaram maior prevaléncia do gendétipo
p53Arg/Arg em individuos portadores de cancer colorretal, mas ndo o
associaram com maior risco de desenvolvimento dessa neoplasia na populacéo
estudada. Contudo, Sourvinos et al., 2001, demonstraram que os individuos
homozigotos para p53Arg tém maior predisposigdo para desenvolver tumores
da laringe, predispondo-os as lesdes pré-malignas, além da progressado do
tumor para a malignidade.

A homozigose para p53Pro foi sugerida como fator de suscetibilidade em
carcinomas hepatocelulares (Zhu et al.,, 2005). Uma andlise interessante foi
realizada por Nelson et al., 2005, que investigou a combinag¢do de mutacoes e
polimorfismos do cédon 72 de TP53, associando-as com estadios da doencga e
a sobrevida, em cancer de pulmao. A variante p53Pro mutada foi indicativa de
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sobrevida pobre, especialmente ap6s a progressdao da doenca. O genétipo
p53Pro/Pro também foi associado a um risco mais elevado para o cancer
gastrico em geral, especialmente para as neoplasias gastricas mais precoces
(Yi & Lee, 2006).

O polimorfismo de MDM2 foi associado ao polimorfismo do cédon 72 de
TP53 em portadores da sindrome de Li-Fraumeni (Bougeard et al., 2006).
Como a variante p53Arg possui maior afinidade a MDM2, os autores sugeriram
que o polimorfismo p53Arg/Pro poderia influenciar na idade de manifestacéo da
sindrome e chegaram a conclusdo de que os portadores do alelo p53Arg,
juntamente com a alteracdo de MDMZ2, manifestam as caracteristicas da
sindrome mais precocemente.

Vogan et al., 1993, sequienciaram o gene TP53 em neuroblastomas,
observando a presencga do polimorfismo do cédon 72 neste gene, mas nao o
associaram ao desenvolvimento dessas neoplasias. O primeiro estudo a avaliar
o SNP de TP53 em gliomas e meningiomas foi realizado por Malmer et al.,
2005, que nao observaram associagdes entre um alelo especifico e o risco
para o desenvolvimento desses tumores cerebrais.

O papel deste polimorfismo nos canceres humanos permanece
controverso. Enquanto alguns estudos apontam a homozigosidade para p53Pro
no cédon 72 como um fator de risco significativo para o desenvolvimento de
alguns tipos de cancer, outros trabalhos nao conseguem identificar uma
diferenga expressiva para a suscetibilidade ao cancer entre as formas
polimorficas p53Arg e p53Pro. Além do mais, a resposta das células tumorais a
quimioterapia parece ser menos favoravel em cénceres que contenham a
variante p53Pro, resultando na reducao da sobrevida e em um pior prognostico
apos o tratamento (Donehower et al., 2005), o que pode ser explicado pelo seu
fraco potencial apoptético (Murphy, 2006).

e) Polimorfismo de TP53 e prognostico dos diferentes tipos de
cancer

O polimorfismo do cdédon 72 de TP53 pode alterar a sensibilidade dos
tumores aos agentes quimioterapicos. Tumores homozigotos p53Arg/Arg

podem responder mais favoravelmente a radiagdo e a quimioterapia (Dumont
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et al., 2003). Um estudo demonstrou que a atividade indutora de apoptose in
vitro para o alelo p53Arg é superior a atividade do alelo p53Pro e que essa
atividade se correlaciona a uma indugdo mais eficiente de genes especificos
associados a apoptose. Quando a analise foi realizada em carcinomas de
células escamosas, in vivo, os resultados da quimioterapia e da radioterapia
foram mais favoraveis em tumores que abrigavam o alelo p53Arg. Pacientes
portadores dessa variante possuiram maiores taxas de resposta as terapias
administradas e uma sobrevida mais favoravel, quando comparados aos
portadores do alelo p53Pro. Juntos, esses resultados revelaram que o SNP do
cédon 72 do gene TP53 é um fator determinante da resposta aos agentes anti-
tumorais (Sullivan et al., 2004). O alelo p53Arg aumenta a habilidade de p53 se
deslocar para o citoplasma e, posteriormente, para a mitocondria, promovendo
a liberacao de agentes pré-apoptéticos nesta organela (Jin et al., 2001; Levine
et al., 2006; Orsted et al, 2007). Agentes terap@uticos que aumentam a
exportacdo nuclear da proteina p53 podem ser mais eficientes em tumores
portadores do alelo p53Arg (Dumont et al., 2003).

Como ja abordado, a variante p53Pro é mais eficaz na ativagdo dos
mecanismos de reparo apos danos ao DNA (Siddique et al., 2006). Entretanto,
as estratégias para o tratamento do cancer se fundamentam em induzir a morte
das células tumorais (Grivicich et al., 2007) e, dessa maneira, a presencga de
uma isoforma mais eficiente na inducado da apoptose (p53Arg) se correlaciona
diretamente a um prognéstico mais favoravel em inumeras neoplasias (Toyama
et al., 2007).

10 — O polimorfismo de p53 em SPM

Por apresentar propriedades bioquimicas e bioldgicas diferenciadas,
varios estudos foram conduzidos na tentativa de associar o polimorfismo do
cédon 72 de TP53 como fator de risco e fator preditivo no prognédstico de
inumeras neoplasias (Cavalcanti Jr. et al., 2002; Oliveira; 2005; Lima et al.,
2006). A associacao entre as alteracées de TP53 e o grau do tumor indica que
o grau pode ser reflexo da instabilidade genética dos SPM (Ferreira & Lopes,
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1999). A instabilidade genética é decorrente do acumulo de mutacdes génicas
por defeitos no reparo do DNA e/ou por instabilidade cromossémica e esta
relacionada a deficiéncias nos pontos de checagem (checkpoints) relacionadas
a proteina p53. Dessa maneira, alteracdes funcionais de p53 podem influenciar
na estabilidade genbmica, uma vez que sao capazes de interfirir nos
mecanismos de parada do ciclo celular, de reparo e de apoptose (Dumont et
al., 2003; Levine et al., 2006). Como a proteina p53 se liga ao local danificado
do DNA, bloqueando o ciclo celular nas fases G (G1 e/ou G2) e ativando
mecanismos de reparo do DNA ou de apoptose (Sutcliffe & Brehm, 2004;
Oliveira, 2005; Gallo et al., 2005; Lima JM et al., 2006), a presengca de uma
variante polimoérfica mais eficiente no reparo do DNA (p53Pro) e/ou nos
mecanismos que desencadeiam a apoptose pode conferir as células maior
estabilidade em relagcdo aos diversos agentes genotéxicos que conferem
instabilidade genética (Dumont et al., 2003). Entretanto, a literatura ndo relata
nenhum estudo que investigue o polimorfismo do cdédon 72 de TP53 em
sarcomas de partes moles. Existem associacdoes deste polimorfismo a tipos
histolégicos isolados de SPM (Bastian et al, 1999), contudo, nenhuma
pesquisa mais abrangente sobre o assunto foi relatada. Assim, é importante
avaliar o polimorfismo de TP53 e associa-lo a cada tipo de tumor para fins

prognosticos e de avaliagao do tratamento.
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Justificativas

O presente projeto se justifica pelas seguintes observacgodes:

1) A associagdo do polimorfismo de TP53 no codon 72 tem sido
documentada como fator de risco para diversos tipos de cancer, assim
como fator prognéstico da doencga (Sourvinos et al., 2001; Bhattacharya
et al., 2002; Bonafé et al., 2003; Zhu et al., 2005; Lima J et al., 2006;
Toyama et al., 2007).

2) As mutacbes do gene TP53 sdo consideradas as alteracbes genéticas
mais freqlientes nos tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de
17% nos sarcomas de partes moles (Simpson, 1999; Ferreira & Lopes,
1999; Balmana et al.,, 2002; Borden et al., 2003; Achatz et al., 2007,
Kudawara et al., 2007; Muret et al., 2008).

3) Nos pacientes com sarcomas de partes moles, as alteragdes de TP53 se
associam com a agressividade do tumor, o prognéstico desfavoravel e a
reducao na sobrevida (Dirix et al., 1999; Alava et al., 2000; Borden et al.,
2003; Sabah et al., 2007; Das et al., 2007; Muret et al., 2008).

4) Até a presente data, ndo foi encontrado no banco de dados MedLine,
nenhum estudo associando o polimorfismo do cédon 72 do gene TP53
na suscetibilidade e no prognédstico dos sarcomas de partes moles,
justificando a realizacao do presente estudo.
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OBJETIVOS

1- Objetivo Geral:

Avaliar o polimorfismo p53Arg/Pro no cédon 72 do gene TP53 como

potencial fator prognéstico em 100 casos de SPM, em adultos atendidos no

Hospital Araujo Jorge da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias.

2- Objetivos Especificos:

Determinar as freqiiéncias génicas e genotipicas do polimorfismo do
gene TP53 no cdédon 72 (Arginina - Arg e Prolina - Pro), utilizando a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), em um grupo de pacientes
adultos diagnosticados com sarcomas de partes moles no Hospital
Araujo Jorge.

Determinar a sobrevida global em cinco anos dos pacientes portadores
dos gendtipos homozigotos e heterozigotos.

Avaliar as possiveis associacoes entre o polimorfismo de TP53 e os
aspectos clinico-patolégicos dos pacientes com SPM, incluindo género,
idade agrupada, tamanho do tumor, estadio clinicopatolégico, grau
tumoral, presenca ou auséncia de mestastases e sobrevida global em

cinco anos.
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METODOLOGIA

1 - Tipo de Estudo

Este projeto consiste em um estudo retrospectivo de 100 casos de
sarcomas de partes moles diagnosticados histopatologicamente no Setor de
Anatomia do Hospital Araujo Jorge, em Goiania, Goias. Os casos foram
diagnosticados no periodo de 1996 a 2000 no Departamento de Tecido
Conjuntivo do Hospital Araujo Jorge da Associacao de Combate ao Cancer em

Goias e apresentavam seguimento minimo de 60 meses.

2- Selecao dos sujeitos da pesquisa

2.1- Critérios de Inclusao

Os casos de SPM considerados incluiram pacientes com idades
superiores a 18 anos e com diagndstico histopatolégico confirmado por revisao
de laminas, realizada por um patologista treinado do Setor de Anatomia
Patologica do HAJ, ACCG. Dentre os pacientes inicialmente identificados, 130
tiveram confirmacao diagnéstica de SPM e 60 meses de seguimento minimo.
Todos os casos confirmados foram submetidos a extracdo de DNA, apéds
desparafinizacdo das amostras, para posterior analise molecular do
polimorfismo genético de TP53. Conseguimos obter DNA amplificavel de 100
casos, mas o material genético de 30 casos ndo foi viavel para analise
molecular. O grupo controle foi constituido por amostras de sangue periférico
de 85 individuos saudaveis selecionados aleatoriamente da populacdo da
cidade de Goiania — GO e regido, ja incluidos em um estudo anterior realizado
no Nucleo de Pesquisas Replicon (Oliveira, 2005). A participacdo desses

individuos teve carater voluntario.

3- Critérios de Exclusao

Foram excluidos casos devido a:
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1) Perda de blocos de parafina durante alteracdes realizadas no laborat6rio
de anatomia patolégica.

2) Casos submetidos a cirurgias em outras instituicoes e reoperados no
HAJ, o que impossibilitou a aquisicdo dos blocos de parafina para a
realizacao de revisao de laminas.

3) Falta de confirmacéo histopatolégica de SPM apéds revisdo de laminas.

4) Impossibilidade de obtencdo de DNA amplificavel para a analise

molecular.

4- Analise Molecular

4.1 — Extracao de DNA

As amostras de SPM selecionadas foram obtidas a partir dos blocos de
parafina contendo os fragmentos do tecido, previamente fixados em formalina.
Os espécimes (0,5 a 2,0 mg de tecido) foram transferidos para microtubos de
centrifuga e submetidos a desparafinizagdo, por meio de trés lavagens
sucessivas em 400 ul de xileno, por 5 minutos cada, a 65°C e centrifugacées a
14.500 rpm por 3 minutos, descartando-se o0 sobrenadante. Apds a
desparafinizacdo, o xileno foi retirado por meio de trés banhos em etanol
absoluto, por 5 minutos a temperatura ambiente. A partir do material
desparafinizado, as amostras foram submetidas a purificacdo de DNA
gendmico para posterior analise molecular do polimorfismo genético de TP53.
A extracao de DNA do grupo controle foi realizada a partir de sangue periférico
heparinizado e centrifugado para a retirada do anel leucocitario. Para a
extracdo de DNA de ambos os grupos, foi utilizado o kit comercial de
purificacdo do DNA gendémico Wizard® (Promega Corporation, EUA), seguindo-
se as instrucdes do fabricante. Cada amostra de DNA extraido foi submetida a
amplificacdo de um segmento do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase) a fim de confirmar a presenca de DNA na amostra e a
possibilidade de amplifica-lo por PCR.
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4.2 - Genotipagem do polimorfismo do cédon 72 de TP53 pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a genotipagem do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53, as
amostras foram submetidas a duas reag¢des de PCR, utilizando os primers para
genotipagem dos alelos p53Arg e p53Pro, método proposto por Sourvinos e
colaboradores (2001). Esse método utiliza dois conjuntos de primers que
apresentam temperaturas de anelamento diferentes, conforme apresentado na
Tabela lll, e que permitem diferenciar as duas variantes polimoérficas de acordo
com o tamanho do produto amplificado. Entretanto, o protocolo de PCR foi
modificado em nosso laboratério, conforme descrito nas tabelas IIl, IV e V.

Tabela Il — Protocolo de ciclagem para amplificagdo dos fragmentos de TP53.

Etapas dos ciclos Temperatura (2C) Tempo (min) Ciclos
Desnaturacgéo inicial 94 4 1
94 1
Amplificagéao Ciclica 54°C Pro; 60°C Arg 1 35
70 1
Extensao Final 70 5 1
Armazenamento 4 oo oo

Tabela IV. Concentracées e volumes de reagentes usados para amplificacdo do
fragmento de p53Arg.

Reagentes / Conc. Inicial Conc. Final Vol p/1reacao Vol p/ reacoes

Tampéao 10 x 1X 2,5ul

MgCI2 (50mM) 2,0 mM 1,0 ul

dNTP’s (2mM, cada) 0,2 mM 2,5u

Taq polimerase 1,0U 0,2 ul Multiplica-se cada
volume por

Primer 1 (2,5uM) 0,3 uM 3,0 .

_ reagao pelo
Primer 2 (2,5uM) 0,3 uM 3,0 ul numero de
DNA ) 2,0ul reacdes + 1
H20 milli-Q (qu25 LLI) - 10,8 LLI reagéo
Volume total - 25,0 ul
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Tabela V. Concentracdes e volumes de reagentes usados para amplificagcdo do

fragmento de p53Pro.

Vol p/ 1 reacao

Vol p/ reacoes

Reagentes / Conc. inicial Conc. final
Tampéao 10 X 1X
MgClI2 (50mM) 3,6mM
dNTP’s (2,5 mM) 0,2mM
Primer 1 (50 nM) 1,8nM
Primer 2 (50 nM) 1,8nM
H20 Milli-Q (g.s.p25 ) -
Taq polimerase 1U

DNA

Volume total

2,5uL
1,8uL
2,0uL
0,9uL
0,9uL
14,7uL
0,2 uL
2,0uL
25,0 ul

Multiplica-se

cada volume
por reacao pelo
namero de
reacbes + 1

reacao

Para avaliacdo da qualidade do DNA obtido das amostras parafinadas,

foi amplificado um fragmento de 99 pb do gene GAPDH (Gliceraldeido-P-

desidrogenase) a partir de cada amostra.

Tabela VI. Concentragbes e volumes de reagentes usados para amplificagdo do

fragmento de GAPDH.
Reagentes / Conc. Inicial Conc. Final Vol p/1reacao Vol p/ reacoes
Tampéao 10 x 1X 2,5u
MgCI2 (50mM) 2,0 mM 1,0 ul
dNTP’s (2mM, cada) 0,2 mM 2,5l Multiplica-se cada
Taq polimerase 1,0U 0,2 ul volume por reagao
| .

Primer 1 (2,5uM) 0,1 uM 1,0l pelo. numero - de

_ reagbes  + 1
Primer 2 (2,5uM) 0,1 uM 1,0 ul B

reacao

DNA (100ng) 2ng/ul 1,0 ul
H20 milli-Q (g.s.p 50 ) - 15,8 ul
Volume total 25 ul 25,0 pl
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Tabela VII. Protocolo de ciclagem para amplificagdo do fragmento de GAPDH.

Etapas dos ciclos Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 min 1
Desnaturacéo ciclica 94°C 30 seg 35

Anelamento 59°C 60 seg 35
Extenséo ciclica 72°C 60 seg 35
Extensao final 72°C 7 min 1
Armazenamento 4°C oo

A sequéncia de bases dos primers utilizados nas reacbes de
genotipagem do SNP 72 de TP53 e o tamanho dos amplicons encontram-se
descritos na Tabela VIII.

Tabela VIIl. Seqléncia dos primers e tamanho dos amplicons obtidos.

o Produto
Primer Sequéncia (5'> 3’) -
amplificado (pb)

TCC CCC TTG CCG TCC CAA

pos+HAreR CTG GTG CAG GGG CCA CGC 141
053Pro+/o53R GCC AGA GGC TGC TCC CCC .
CGT GCA AGT CAC AGA CTT
5TTGTCATCAATGGAAATCCCATCAS’
GAPDH .

'CAGTGGACTCCACGACGTACTCAGZ’

4.3— Analise dos amplicons

Os produtos da PCR foram analisados em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante, a 8% (PAGE 8%), em TBE 1X, mediante aplicagdo de um campo
elétrico constante de 10V/cm por 3 horas. Como marcador de peso molecular,
foi utilizado um DNA ladder de 50pb (0,025ug/uL) aplicado nas raias iniciais do
gel. Para a visualizagdo do DNA amplificado, o gel foi corado pela técnica de
nitrato de prata.
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A interpretacao da eletroforese foi feita da seguinte forma: a presenca de
uma unica banda de 177pb caracterizou um individuo homozigoto para p53Pro;
a presenca de uma banda de 144pb caracterizou um individuo homozigoto
p53Arg. A presenca de duas bandas, uma de 177pb e outra 144pb,
caracterizou um individuo heterozigoto p53ProArg (Figura 6).

Figura 6 - Resultados da eletroforese dos produtos de PCR de p53Arg (A) e
p53Pro (B) em PAGE 8% corado por nitrato de prata.

5 — Métodos Estatisticos

Os calculos de medidas de tendéncia central e o teste do Qui-Quadrado
foram realizados para as variaveis relativas aos pacientes e aos aspectos
clinicopatologicos. Por meio de uma busca nos prontuarios dos pacientes
portadores de SPM, utilizou-se a ultima data de informacao do paciente para o
célculo da sobrevida, empregando o método de Kaplan-Meier, o teste de log
rank e, quando necessario, o teste de regressdo de Cox para comparagao das
taxas de sobrevida. Os dados da genotipagem, tanto dos casos como dos

controles, foram calculados com o auxilio do software GenePop® web version
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3.4. A utilizacdo deste programa permitiu avaliar as freqiéncias alélicas e
genotipicas das populacées de casos e de controles e a sua diferenciacao

génica e genotipica.
6- Aspectos Eticos
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Associacao de Combate ao Cancer em Goias (CEPACCG) e o parecer de

aprovagao encontra-se no anexo 4 .
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RESULTADOS

a) Grupo Amostral e aspectos clinico-patologicos: O grupo amostral
foi constituido de 100 pacientes adultos diagnosticados com sarcomas de
partes moles no Hospital Aradjo Jorge e por 85 individuos saudaveis
selecionados da populacdo da cidade de Goiania — GO e regiao (Oliveira,
2005). Dentre os pacientes, 47% (47/100) eram do sexo masculino e 53%
(53/100) do sexo feminino, enquanto que no grupo controle, 63,5% (54/85) dos
individuos eram do sexo masculino e 36,47% (31/85) do sexo feminino. A
média das idades foi de 48,5 e 33,2 anos para casos e controles,
respectivamente. A idade dos casos variou de 19 até 83 anos e a maioria dos
pacientes eram maiores de 40 anos (Tabela IX).

Tabela IX — Distribuicdo das freqiiéncias absolutas e relativas dos casos de

sarcomas de partes moles, em relacdo ao género, faixa etaria e idade

agrupada.
Caracteristica Tamanho amostral (n) Freqliéncia (%)
Género

Masculino 47 47,0

Feminino 53 53,0

Total 100 100,0

Faixa etaria

18-29 12 12,0

30-39 16 16,0

40-49 26 26,0

50-59 21 21,0

60-69 14 14,0

>70 11 11,0

Total 100 100,0

Idade agrupada

<40 28 28,0

>40 72 72,0

Total 100 100,0

Dissertagao de Mestrado / Priscilla Silva Rosa de Almeida 51



A localizagao mais acometida pelos SPM foi membros inferiores (35%),
seguida de retroperitdbnio (18%) e térax (14%). Os tipos histolégicos mais
freqientes foram o fibrossarcoma (29%), o leiomiossarcoma (13%) e o
lipossarcoma (11%) (Tabela X).

Tabela X - Distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas dos casos de

sarcomas de partes moles em relacdo a localizagédo e ao tipo histolégico do

tumor.
Caracteristica Tamanho amostral (n) Freqgiiéncia (%)
Localizacao
Cabeca e Pescoco 5 5,0
Térax 14 14,0
Parede abdominal 2 2,0
Retroperitonio 18 18,0
Pelve 2 2,0
Intra-abdominal 11 11,0
Membro Superior 12 12,0
Membro Inferior 35 35,0
Outros 1 1,0
Total 100 100,0
Tipo Histolégico
Fibrossarcoma 29 29,0
Fibrohistiocitoma Maligno 1 1,0
Lipossarcoma 11 11,0
Leiomiossarcoma 13 13,0
Rabdomiossarcoma 3 3,0
Linfangiossarcoma 5 50
Sarcoma de Kaposi 5 5,0
Sarcoma Sinovial 1 1,0
Tumor de Origem Neural 6 6,0
Tumor  do Estroma ] 10
Gastrointestinal
Tumor  Neuroenddcrino ] 10
Periférico
Sarcoma SOE 19 19,0
Outros 5 5,0
Total 100 100,0
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Os tumores maiores que 5 cm foram os mais freqlentes (83%), e,
quanto ao grau de anaplasia, predominaram os tumores de alto grau (48%).
Em relacdo ao estadiamento clinico, os tumores com estadio Il (34%) foram os
mais comuns, seguidos dos estadios Il (31%), IV (17%) e | (8%). Um numero
reduzido de pacientes apresentou comprometimento linfonodal (8%) e
mestastases a distancia (13%) (Tabela XI).

Tabela Xl — Distribuicdo das freqiiéncias absolutas e relativas dos casos de
sarcomas de partes moles em relacdo aos aspectos clinico-patologicos.

Caracteristica Tamanho amostral (n) Freqliéncia (%)

Tamanho do Tumor

<5cm 15 15,0
>5cm 83 83,0
Nao informado 2 2,0
Total 100 100,0
Linfonodos
Néo 91 91,0
Sim 8 8,0
Nao informado 1 1,0
Total 100 100,0
Metastase
Néo 83 83,0
Sim 13 13,0
Nao Informado 4 4,0
Total 100 100,0
Grau
Baixo 47 47,0
Alto 48 48,0
Nao Informado 5 5,0
Total 100 100,0
Estadio
I 8 8,0
Il 31 31,0
0 34 34,0
v 17 17,0
Nao Informado 10 10,0
Total 100 100,0

Dissertagao de Mestrado / Priscilla Silva Rosa de Almeida 53



b) Frequéncias alélicas e genotipicas: as freqiiéncias alélicas de
p53Arg e p53Pro foram, respectivamente, de 79,5% (159/200) e 20,5%
(41/200) para os pacientes com sarcomas de partes moles, e de 74,1%
(126/170) e 25,9% (44/170) para o grupo controle. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as freqiiéncias obtidas para os dois grupos
estudados (p = 0,267) (Tabela XII).

Tabela XIll — Distribuicao das freqiiéncias alélicas entre as populacdes caso e

controle.
Alelo Caso Controle
p53Arg 79,5% (159) 74,1% (126)
p53Pro 20,5% (41) 25,9% (44)
Total 100% (200) 100% (170)

As freqiiéncias genotipicas encontradas para os casos e 0s controles
foram, respectivamente, de 64% (64/100) e 60% (51/85) para homozigotos
p53Arg/Arg; de 31% (31/100) e 28,2% (24/85) para heterozigotos p53Arg/Pro; e
de 5% (5/100) e 11,8% (10/85) para homozigotos p53Pro/Pro. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as freqiiéncias genotipicas obtidas
para os dois grupos (caso e controle) (p = 0,308) (Tabela XIlI).

Tabela Xlll — Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas entre as populagdes

caso e controle.

Genotipos Casos Controles
p53Arg/Arg 64% (64/100) 60% (51/85)
p53Arg/Pro 31% (31/100) 28,2% (24/85)
p53Pro/Pro 5% (5/100) 11,8% (10/85)
Total 100% (100) 100% (85)

c) Possiveis associacoes entre o polimorfismo de TP53 e os
aspectos clinico-patoldgicos: o polimorfismo do cédon 72 de TP53 foi
avaliado em relacdo aos diferentes aspectos clinicopatolégicos dos pacientes
com SPM estudados, incluindo género, faixa etaria, idade agrupada, tamanho
do tumor, estadio clinico, grau tumoral e presenca ou auséncia de mestastases
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linfonodais e a distancia (Tabela XIV). Entretanto, nenhuma associacio
estatisticamente significativa foi detectada entre os paradmetros analisados.
Uma tabela com a distribuicdo dos casos de SPM em relagdo aos genotipos e
as demais caracteristicas clinico-patolégicas (faixa etaria, localizacdo e tipo
histol6gico) esta disponivel no apéndice 1.

Tabela XIV — Distribuicdo das frequiéncias absolutas e relativas dos pacientes
com sarcomas de partes moles por gendtipo em relacdo aos diferentes

aspectos clinico-patoldgicos.

p53Arg/Arg p53Arg/Pro p53Pro/Pro
Fatores = % = % = % p
Género
Masculino 33 51,6 11 35,5 3 60,0 0,283
Feminino 31 48,4 20 64,5 2 40,0
Total 64 100,0 31 100,0 5 100,0
Idade agrupada
<40 18 28,1 10 32,3 0 0,0
>40 46 71,9 21 67,7 5 100,0 0,329
Total 64 100,0 31 100,0 5 100,0
Tamanho do Tumor
<5cm 11 17,7 4 12,9 0 0,0
>5cm 51 82,3 27 87,1 5 100,0 0,646
Total 62 100,0 31 100,0 5 100,0
Linfonodos
Nao 58 92,1 28 90,3 5 100,0 0,76
Sim 5 7.9 3 9,7 0 0,0
Total 63 100,0 31 100,0 5 100,0
Metastase
Nao 54 90,0 26 83,9 3 60,0
Sim 6 10,0 5 16,1 2 40,0 0,149
Total 60 100,0 31 100,0 5 100,0
Grau
Baixo 30 50,8 16 51,6 1 20,0 0,399
Alto 29 49,2 15 48,4 4 80,0
Total 59 100,0 31 100,0 5 100,0
Estadio
I 5 9,3 3 9,7 0 0,0
Il 19 35,2 11 35,5 1 20,0 0,579
1] 23 42,6 9 29,0 2 40,0
v 7 13,0 8 25,8 2 40,0
Total 54 100,0 31 100,0 5 100,0

As medidas de tendéncia central (média, mediana e desvio padrio)
foram calculadas para as idades e tamanhos dos tumores avaliados e as

possiveis associacbes com o polimorfismo do cédon 72 de TP53 foram
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também investigadas. Contudo, nenhuma associacdo estatisticamente

significativa p6de ser demonstrada (Tabela XV).

Tabela XV — Possiveis associagdes entre caracteristicas clinico-patologicas e

0s gendtipos polimérficos de TP53.

Fator Média Mediana DP p

Idade

p53Arg/Arg 50,30 52,50 + 15,69

p53Arg/Pro 45,10 45,00 +13,70 0,266

p53Pro/Pro 52,80 50,00 + 6,26
Tamanho do tumor ao diagnodstico

p53Arg/Arg 23,96 13,50 + 24,64

p53Arg/Pro 33,90 31,50 +30,30 0,561

p53Pro/Pro 18,60 9,00 +25,93

d) Analise de sobrevida: a sobrevida global em cinco anos, calculada
para o grupo de pacientes com SPM, utilizando o0 método de Kaplan-Meyer, foi
de 48,1% (Figura 7).
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Figura 7 — Sobrevida global em cinco anos para os pacientes com

sarcomas de partes moles.
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O grau tumoral representou um importante fator prognéstico para os
pacientes com SPM, ou seja, os pacientes com tumores de baixo grau
apresentaram sobrevida significativamente mais alta (68,8%) do que aqueles

que apresentavam tumores de alto grau (32,6%) (p = 0,003) (Figura 8).

Grau Tumoral

_r— Baixo grau

—r1 Alto grau

+ Baixo censurado
+  Alto censurado

1,07

0,8

(o))
]

Sobrevida
T

0,2

0,0 p = 0,003

I I I ! I I I
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (meses)

Figura 8 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com sarcomas

de partes moles, em relacdo ao grau histopatolégico.

Com relacdo ao estadiamento clinico, decidiu-se que os pacientes com
estadio clinico | fossem censurados, uma vez que nao houve o6bitos neste
grupo durante o periodo analisado. Pacientes com estadio clinico I
apresentaram sobrevida em cinco anos mais elevada (65,7%) que os pacientes
com estadios clinicos Il (46,2%) e IV (7,4%). O estadiamento clinico
representou um fator progndstico altamente significativo para os pacientes com
sarcomas de partes moles, ou seja, quanto mais avancado o estadio, menor a
sobrevida (p < 0,001) (Figura 9).
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Figura 9 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com sarcomas

de partes moles, em relagdo ao estadio do tumor.

Quando a sobrevida em cinco anos foi avaliada para os pacientes com
relacdo ao tamanho dos tumores, verificou-se que os pacientes com tumores
menores que 5 cm apresentaram sobrevida mais alta (64,8%), comparados
aqueles com tumores maiores que 5 cm (45,7%). Entretanto, esta diferenca

nao foi estatisticamente significativa (p = 0,187) (Figura 10).
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Figura 10 — Sobrevida em cinco anos para 0s pacientes com sarcomas

de partes moles, em relagdo ao tamanho do tumor.

A presenca de metastases linfonodais representou um importante fator
prognéstico para os pacientes com SPM (p = 0,029). A sobrevida em cinco
anos, para aqueles que nao apresentaram metastases locorregionais, foi de
50,3%, enquanto que os pacientes com mestastases linfonodais/locorregionais
apresentaram sobrevida de 20% (Figura 11). Do mesmo modo, as metastases
a distancia influenciaram significativamente a sobrevida do grupo estudado (p <
0,001). Ou seja, a sobrevida em cinco anos, para 0s pacientes que nao
apresentaram metastase a distancia, foi de 58,7%, enquanto todos os
pacientes que apresentaram mestastases a distancia foram a ébito ao final do

periodo de cinco anos de seguimento (Figura 12).
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Figura 11 — Sobrevida em cinco anos para 0s pacientes com sarcomas

de partes moles, em relacédo a presenca de metastase linfonodal.
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Figura 12 — Sobrevida em cinco anos para os pacientes com sarcomas

de partes moles, em relacédo a presenca de metastase a distancia.
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O papel prognostico do polimorfismo do coédon 72 de TP53 foi
investigado neste estudo e as taxas de sobrevida obtidas para os genétipos
pS53Arg/Arg e p53Arg/Pro foram de 45% e 54,9%, respectivamente. Os
individuos portadores do genétipo p53Pro/Pro apresentaram sobrevida em
cinco anos mais baixa, com taxa de 30%, entretanto, esta diferengca nao foi

estatisticamente significativa (p = 0,444) (Figura 13).
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Figura 13 — Sobrevida em cinco anos para 0s pacientes com sarcomas
de partes moles, em relacdo aos diferentes genétipos analisados (Arg/Arg;
Arg/Pro; Pro/Pro).
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DISCUSSAO

Os 100 casos de SPM incluidos neste estudo apresentaram resultados
semelhantes aos da literatura com relacdo as caracteristicas clinico-
patolégicas, como género, idade, localizacao, tipo histoldégico, tamanho do
tumor ao diagnéstico, estadiamento clinico, grau tumoral e presenca ou
auséncia de metastases linfonodais e/ou a distancia (Hieken et al., 1996;
Taubert et al., 1996; Clark et al., 2005; Kotilingam et al., 2006; Sabah et al.,
2007; Muret et al., 2008). A média de idade dos individuos analisados foi de
48,5 anos e a localizagao mais frequente foi a dos membros inferiores (35%).
Os trés tipos histolégicos mais encontrados foram o fibrossarcoma (29%), o
leiomiossarcoma (13%) e o lipossarcoma (11%). A maioria dos tumores
analisados era maior do que 5 cm, com alto grau de anaplasia, e o estadio Il
foi o mais freqliente no grupo estudado.

Varias alteracoes celulares que podem culminar com o desenvolvimento
de tumores vém sendo estudadas em todo o mundo. InUmeras pesquisas sao
publicadas anualmente objetivando associar tais modificacées a iniciacao,
promocgao e progressao dos canceres humanos. O gene TP53 estd no centro
de varias vias regulatérias celulares (Bojesen & Nordestgaard, 2008). As
alteracbes de TP53 ja foram relacionadas ao maior risco para o
desenvolvimento de inumeras neoplasias e estdo sendo incorporadas na
avaliagao prognéstica de tumores humanos (Antonescu et al., 2001; Antonescu
et al., 2006; Olivier et al.,, 2006; Savage et al., 2006; Achatz et al., 2007;
Petitjean et al., 2007a).

O polimorfismo do cdédon 72 de TP53 é extensivamente estudado por
causar impacto na seqUéncia codificadora do gene, gerando variantes
polimérficas com caracteristicas bioquimicas e biol6gicas distintas, além de
estar associado ao maior risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer
(Thomas et al, 1999; Dumont et al, 2003; Lattuada et al., 2004). Este
polimorfismo ocorre num dominio rico em prolina, necessario para a supressao
do crescimento celular, desempenhando papel importante nos processos
apoptoéticos (Thomas et al., 1999; Siddique et al., 2005). Entretanto, ndo foi

encontrado na literatura nenhum estudo investigando o polimorfismo de TP53
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em sarcomas de partes moles do adulto. O estudo desse polimorfismo em SPM
€ de grande importancia médica, uma vez que possiveis associacbes entre 0s
diferentes tipos polimérficos de p53 e o prognostico dos pacientes poderiam ser
realizadas, auxiliando na conducao dos esquemas terapéuticos administrados.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o polimorfismo do coédon
72 de TP53 como potencial fator prognéstico em pacientes adultos com
sarcomas de partes moles. As freqliéncias alélicas para os casos e controles
foram, respectivamente, de 79,5% e 74,1%, para p53Arg e de 20,5% e 25,9%
para p53Pro. Portanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p =
0,267) entre os grupos analisados. Esse padrdo de freqiéncias demonstra uma
maior prevaléncia do alelo p53Arg, tanto nos casos como nos controles. As
freqléncias genotipicas para casos e controles foram, respectivamente, de
64% e 60% para homozigotos p53Arg/Arg, de 31% e 28,2% para heterozigotos
p53Arg/Pro e de 5% e 11,8% para homozigotos p53Pro/Pro, ndo havendo
diferenca estatistica significativa entre as populacdes estudadas (p = 0,308).
Outras analises visando associar o polimorfismo do coédon 72 de TP53 ao
desenvolvimento de neoplasias também demonstraram freqtiéncias similares
(Bonafé et al., 2003; Brenna et al. 2004; Cortezzi et al., 2004; Lima JM et al.,
2006). Nosso estudo corrobora com as evidéncias de que o alelo p53Arg é o
mais comum nas populacdes latino-americanas (Gallo et al., 2005). Entretanto,
os dados sobre as freqiiéncias génicas e genotipicas da literatura mundial sao
conflitantes, fato que pode ser atribuido as diferengcas étnicas entre as
populacées estudadas. Além das caracteristicas étnicas, outros fatores que
podem contribuir para a divergéncia de resultados nos mais variados estudos,
incluem o tamanho amostral, o tipo de amostra utilizada como fonte de DNA, as
técnicas de deteccéo utilizadas e as variagdes inter-laboratoriais dos protocolos
usados (Brenna et al., 2004).

A oscilagdo ou deriva genética, atuando em conjunto com a selecao
natural, envolve flutuagdes aleatérias nas freqiiéncias de alelos, devido a erros
de amostragem, havendo a tendéncia de fixar-se um ou outro alelo,
especialmente em populacées muito pequenas (Mettler & Gregg, 1973). Dessa
maneira, a deviva genética também pode estar associada a discrepancia dos
resultados encontrados na literatura, uma vez que a estabilidade das
freqiéncias alélicas varia conforme o tamanho das populacdes. Os erros de
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amostragem podem ocorrer devido ao fato de se utilizarem populagdes
relativamente pequenas, como a que incluimos em nosso trabalho.

No presente estudo, nenhuma associacao estatisticamente significativa
foi encontrada entre o polimorfismo do cédon 72 de TP53 e as caracteristicas
clinico-patolégicas estudadas, como género, idade agrupada, localizagao,
histologia, tamanho do tumor, estadiamento, grau histolégico tumoral, presenca
e auséncia de mestastases. A distribuicdo dessas caracteristicas nao foi
significativamente diferente entre as variantes polimoérficas, indicando que a
importancia de cada caracteristica clinico-patolégica nado depende do gendtipo
presente em cada paciente analisado. Isso pode indicar que as variantes
polimorficas de TP53 ndo estdo associadas ao desenvolvimento mais precoce
dos SPM e também nao influenciam no tamanho e no grau tumoral. Elas
também ndo parecem estar relacionadas ao desenvolvimento de metastases
regionais e/ou a distancia. De maneira similar, Xu et al., 2005, Lima J et al.,
2006, Yi et al., 2006, Toyama et al., 2007, também nao encontraram diferencas
estatisticas significativas entre as caracteristicas clinico-patoldgicas de
pacientes portadores de outras neoplasias e as variantes polimérficas de TP53.
Neste estudo, a faixa etaria mais acometida, tanto nos individuos homozigotos
p53Arg/Arg, como nos heterozigotos p53Arg/Pro, foi a de 40-49 anos. A
incidéncia de SPM em individuos p53Pro/Pro foi maior na faixa etaria dos 50-
59 anos. Contudo, nossos dados nao permitem afirmar que o alelo p53Arg
esteja associado ao desenvolvimento mais precoce dos SPM (p = 0,149).

A evolucado dos SPMs pode ser predita por alguns fatores progndsticos
bem definidos, como o tamanho do tumor, o grau histolégico e o tipo
histolégico, além de presenca de metastases linfonodais ou a distancia (Manoel
et al., 2008).

A sobrevida global em 5 anos para o grupo estudado foi de 48,1% e os
pacientes com tumores de baixo grau apresentaram maior sobrevida (68,8%)
do que aqueles que apresentavam tumores de alto grau (32,6%). Quando
comparamos as taxas de sobrevida aos estadiamentos tumorais, verificamos
que a sobrevida era inversamente proporcional aos estadios, ou seja, quanto
maior o estadio, menor a sobrevida esperada para pacientes com SPM. O
estadiamento da doenca ao diagnostico foi um fator progndstico significativo
em nossa série de casos (p < 0,001), confirmando relatos de que ele € um dos
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fatores prognésticos mais importantes para SPM (Kotilingam et al., 2006). Os
dados encontrados por nosso estudo sdo compativeis com as informacoes ja
relatadas previamente na literatura (Latorre & Franco, 1999; Kotilingam et al.,
2006; Skubitz & D’Adamo, 2007). A maioria dos pacientes avaliados nao
apresentou metastases linfonodais e/ou a distancia e essas variaveis
representaram um importante fator prognéstico em nossa série.

A sobrevida dos pacientes cujos tumores apresentaram o gendtipo
p53Pro/Pro (30%) foi menor quando comparada ao grupo de pacientes com os
genotipos p53Arg/Arg e p53Arg/Pro (45% e 54,9%, respectivamente).
Entretanto, quando consideramos o p estatistico como p < 0,005, essas
diferencas nao foram estatisticamente significativas (p = 0,444) e, portanto, nao
podemos afirmar que o gendtipo homozigoto p53Pro/Pro influencie a sobrevida
dos pacientes com SPM. Com base nos dados analisados em nossa série, a
variavel p53Pro/Pro representou um fator de confusdo estatistica, pois o
namero total de individuos portadores deste gendétipo foi muito pequeno (5
casos). E provavel que o aumento do grupo amostral possa resultar em algum
significado prognostico, ja que a sobrevida em cinco anos para os individuos
com SPM que apresentam o gendétipo p53Pro/Pro foi consideravelmente
inferior aos demais gendtipos analisados. Outra possibilidade é que o valor
prognéstico das variantes de TP53 tenha sido subestimado, uma vez que
mutacdes nesses alelos podem ocorrer (Nelson et al., 2005; Petitiean et al.,
2007a) e, desta forma, alterar o padrao de resposta a terapia dos pacientes
analisados em nosso estudo. Pacientes portadores do gendtipo selvagem
p53Pro/Pro responderiam de maneira diferenciada, quando comparados
aqueles portadores do genétipo p53Pro/Pro mutante. A proteina p53 mutante
pode inibir as atividades normais da p53 selvagem, como os mecanismos de
apoptose, alterando o padrdo de resposta aos tratamentos quimioterapicos
(Petitjean et al., 2007a). As mutag¢des do gene TP53 sao menos freqlentes em
pacientes portadores do alelo p53Arg  (Siddiqgue & Sabapathy, 2006). O
sequienciamento direto do éxon 4 do gene TP53 nos SPM poderia ajudar nessa
avaliagéao.

As possiveis associacdes entre o polimorfismo do cédon 72 de TP53 e o
prognéstico dos tumores, de maneira geral, € de grande interesse clinico, pois
pode evidenciar um novo fator prognéstico para pacientes com cancer. Alguns
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estudos demonstraram que a isoforma p53Arg apresenta melhor poder
apoptoético (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003). A observagao de que a
apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplasica e que varios agentes
quimioterapicos agem por meio da inducao de apoptose levou a uma intensa
investigacdo dos mecanismos moleculares envolvidos no processo e sua
aplicagéo no tratamento do cancer. Evidéncias demonstram que a resisténcia a
apoptose € uma caracteristica marcante da maioria dos tumores malignos
(Grivicich et al., 2006). O polimorfismo do cdédon 72 pode modular a apoptose
dependente de p53 e modificar a sensibilidade a agentes quimioterapicos
(Toyama et al., 2007).

A apoptose pode ser preferencialmente a primeira linha de defesa do
organismo ao estresse genotoxico em populagdes portadoras do alelo p53Arg.
Essa idéia é apoiada por dados clinicos que demonstram que pacientes
portadores desta mesma variante, sem muta¢des do gene TP53, respondem
de maneira mais satisfatéria a quimioterapia e sobrevivem mais, quando
comparados aos portadores do alelo p53Pro (Sullivan et al., 2004; Siddique et
al., 2006). Contraditoriamente, p53Pro induz o bloqueio do ciclo celular em G1
e a ativacdo dos mecanismos de reparo p53-dependentes de forma mais eficaz
que p53Arg (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Siddique et al., 2006;
Qrsted et al., 2007; Bojesen & Nordestgaard, 2008). Um mecanismo de reparo
mais eficiente previne instabilidades genéticas nas células, dificultando a
formacao de cancer. Entretanto, alguns estudos associaram o alelo p53Pro ao
prognéstico desfavoravel para certas neoplasias como o cancer de mama
(Toyama et al., 2007), carcinoma hepatocelular (Zhu et al., 2005), cancer de
pulmao (Nelson et al., 2005) e cancer gastrico (Yi & Lee, 2006).

Deve-se notar, contudo, que ambas isoformas de p53 sao capazes de
promover mecanismos de reparo e apoptose, mas com eficiéncias diferentes.
Por este motivo, o polimorfismo do cdédon 72 pode servir como um modificador
genético, permitindo a sintonia dos processos bioldgicos, como conseqliéncia
de uma adaptacdo ecoldgica e/ou evolutiva (Siddique et al, 2006). Cada
variante polimoérfica pode ter sido selecionada evolutivamente para uma dada
funcédo especifica. Pode-se levantar a hipétese de que, sob determinado sinal
de estresse celular, um individuo portador da variante p53Arg responderia
preferencialmente desencadeando mecanismos de apoptose celular, enquanto
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que aqueles que abrigam o alelo p53Pro desencadeariam o reparo da célula
afetada.

Conforme ja abordado, o tratamento cirargico oferece as maiores
chances de cura para os pacientes com SPM. Um mecanismo de apoptose
mais eficiente ndo deve auxiliar nessa modalidade terapéutica, j4 que a
resseccgao cirurgica do tumor ndo € diretamente influenciada pelo metabolismo
celular. Entretanto, a maioria dos tratamentos radioterapicos e quimioterapicos
sdo embasados na indugcdo de morte e/ou citotoxicidade nas células tumorais.
As radiacoes ionizantes empregadas pela radioterapia promovem ruptura das
cadeias de DNA e a maioria das drogas utilizadas na quimioterapia altera o
metabolismo das células, interferindo no ciclo celular. A proteina p53 possui
papel crucial nesses mecanismos, pois pode desencadear a promocado dos
processos apoptéticos em resposta aos danos celulares. A presenca de um
indutor apoptético mais forte e eficiente pode promover uma melhor resposta
do paciente a terapia adjuvante administrada. Neste contexto, o tratamento
neoadjuvante pré-operatdrio com radioterapia e/ou quimioterapia ofereceria
melhor chance de cura, pois promoveria cito-reducéo, diminuindo o tamanho do
tumor e facilitando a cirurgia.

E possivel que pacientes portadores do alelo p53Arg, respondam de
forma mais satisfatéria as modalidades terapéuticas usadas para os SPM.
Como a maioria dos casos incluidos em nossa série € portadora do gendétipo
p53Arg/Arg, poderiamos prever que os tratamentos de quimioterapia e
radioterapia administrados a esse grupo sejam mais eficientes. Entretanto, as
informacdes coletadas sobre os esquemas de tratamento administrados aos
pacientes incluidos neste estudo, ndao foram suficientes para investigarmos
uma possivel associacao entre as variantes polimérficas de TP53 e a resposta
as diversas modalidades terapéuticas.

Um aspecto interessante de nossa analise de sobrevida, em termos de
freqiéncia relativa, é que a sobrevida em cinco anos foi maior para os
pacientes heterozigotos p53Arg/Pro. Como esses individuos possuem ambas
as variantes de TP53, poderia-se prever que 0s mecanismos de apoptose e de
reparo para esse grupo seriam igualmente mais eficientes. Contudo, é possivel
que exista uma expressado diferencial das variantes de TP53 e que esta
influenciaria no prognéstico desses individuos. O primeiro estudo a indicar a
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expressao seletiva dos alelos polimérficos do cédon 72 de TP53 em tumores foi
realizado por Siddique e colaboradores (2005). Esse estudo demonstrou que
individuos asiaticos heterozigotos expressam preferencialmente o alelo p53Pro,
enquanto que 0s caucasianos expressam prevalentemente a variante p53Arg.
Entretanto, quando os autores avaliaram a expressao dos alelos em pacientes
heterozigotos com cancer de mama, eles observaram que o alelo p53Arg era o
mais expresso, sugerindo uma ativagao seletiva dessa variante. Esses dados
em conjunto sugerem que o alelo p53Arg esteja associado a maior
suscetibilidade ao cancer de mama.

As variantes polimérficas de TP53 possuem atividades bioldgicas e
funcionais diferenciadas e ambas podem ser igualmente importantes para a
manutencdo da integridade genO6mica. A resposta ao estresse celular é
influenciada pelo tipo de agresséo e pela sua intensidade e, deste modo, a
importancia de cada isoforma de TP53 pode variar de acordo com o tipo de
resposta mais adequada & agressdo celular. E possivel hipotetizar que a
combinacdo das atividades de p53Arg x p53Pro possa determinar a
suscetibilidade para o desenvolvimento do cancer.

Os SPM sao um grupo heterogéneo de tumores raros e o cancer é uma
doenca multifatorial e de mudltiplas etapas. O polimorfismo do cédon 72 de
TP53 pode influenciar na suscetibilidade, na iniciacdo e na progressao tumoral,
uma vez que seus alelos polimérficos possuem atividades diferenciadas.
Individuos homozigotos p53Pro/Pro geralmente possuem expectativa de vida
mais elevada do que os portadores dos demais genétipos, fato que supera os
efeitos deletérios de uma maior suscetibilidade ao céancer, pois seus
mecanismos de reparo sao mais eficientes. Alguns estudos tentaram indicar
que homozigotos p53Arg/Arg desenvolvem tumores mais precocemente
(Oliveira, 2005). Entretanto, a relacéo entre determinado genétipo de TP53 e o
desenvolvimento mais precoce das neoplasias ainda nao foi estabelecida. Essa
associagcdo € muito importante para prever a origem esporadica e/ou
hereditaria dos tumores. Entretanto, pode-se inferir que, na verdade, sdo os
pacientes heterozigotos que poderiam atingir melhor prognéstico global, como
ja foi constatado por nosso estudo, ja que eles possuem ambas as variantes,
p53Arg e p53Pro. Mas o mecanismo pelo qual essas variantes da via de p53 se

relacionam com o género, com o estresse ambiental e com a genética do tumor
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para afetar o prognéstico dos canceres em humanos, ainda necessita ser

elucidado com mais clareza.
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CONCLUSOES

O presente estudo nos permite concluir que:

1) As freqUéncias génicas para o polimorfismo do c6don 72 do gene
TP53, para casos e controles, foram, respectivamente de 79,5% e
74,1%, para p53Arg e de 20,5% e 25,98% para p53Pro. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre as freqiiéncias
obtidas para os grupos estudados (p = 0,267).

2) As frequéncias genotipicas encontradas, para casos e controles,
foram, respectivamente, de 64% e 60% para homozigotos
p53Arg/Arg, de 31% e 28,2% para heterozigotos p53Arg/Pro e de
5% e 11,8% para homozigotos p53Pro/Pro, ndo havendo
diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados (p =
0,308).

3) A sobrevida em cinco anos para os pacientes com sarcomas de
partes moles cujos tumores eram portadores dos genoétipos
p53Arg/Arg e p53Arg/Pro foi maior (45% e 54,9%,
respectivamente), quando comparados aqueles portadores do
genotipo p53Pro/Pro (30%). Entretanto, essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa (p = 0,444).

4) Nenhuma  associagdo  estatisticamente  significativa  foi
demonstrada entre as variantes polimérficas de TP53 e as
caracteristicas clinico-patolégicas dos casos de SPM estudados,
como: género, faixa etaria, idade agrupada, localizagédo do tumor,
tipo histolégico, tamanho, grau tumoral e presenca de

mestastases linfonodais e a distancia.
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Anexos

Anexo 1 - Classificacdo de Sarcomas de Partes Moles Segundo a

Organizacado Mundial de Saude (OMS). Traduzido, baseado em Fletcher et al, 2002.

TUMOURS CODIGO
Lipossarcoma Desdiferenciado 8858/3
Lipossarcoma Mixoéide 8852/3
TUMORES Lipossarcoma de Células Redondas 8853/3
GORDUROSOS Lipossarcoma Pleomorfico 8854/3
Lipossarcoma Mixéide 8855/3
Lipossarcoma, ndo especificado 8850/3
Fibrossarcoma do Adulto 8810/3
TUMORES Mixofibrossarcoma 8811/3
FIBROBLASTICOS / Sarcoma Fibromix6ide de Células Fusiformes | 8811/3
MIOFIBROBLASTICOS | Hialinizantes de Baixo Grau
Fibrossarcoma epitelidide esclerosante 8810/3
Fibrohistiocitoma maligno pleomoérfico /
Sarcoma pleomérfico indiferenciado 8830/3
Fibrohistiocitoma maligno de células gigantes /
TUMORES Sarcoma pleomorfico indiferenciado de células
FIBROHISTIOCITICOS | gigantes 8830/3
Fibrohistiocitoma maligno inflamatério / Sarcoma | 8830/3
pleomérfico  indiferenciado com  proeminente
inflamacao
-ll\-/llﬂJl\éé)SECS)SDII_EISOS Leiomiosarcoma (excluindo pele) 8890/3
TUMORES
PERIVASCULARES Tumor glémico maligno 8711/3
(PERICITICOS)
Rabdomiossarcoma embrionério 8910/3
(incl. células fusiformes, botrioide, anaplasico) 8912/3
TUMORES DE Rabdomiossarcoma Alveolar 8910/3
’I\EAéJCS)l(J:IlEJLLI(E)'I'SICOS (Incluindo: so6lido, anaplasico)
Rabdomiossarcoma pleomorfico 8920/3
8901/3
Sarcoma de Kaposi 9140/3
-\EXASA(?SI_EASRES Hemangioendotelioma epitelidide 9133/3
Angiossarcoma de partes moles 9120/3
Sinoviossarcoma 9040/3
Sarcoma epitelidide 8804/3
Sarcoma alveolar de partes moles 9581/3
Sarcoma de células claras de partes moles 9044/3
Condrossarcoma mixéide extraesquelético 9231/3
TUMORES DE PNET / Tumo_r de Ewing extrggsquelético pPNET
DIFERENCIACAO Tumor de Ewmg, e_xtraesqgeletlco
Tumor desmoplésico de células redondas pequenas | 9364/3
INCERTA 10p peq
Tumor rabdoide extrarenal 9260/3
Mesenquimoma maligno 8806/3
Neoplasias com diferenciagdo de células claras
perivascular (PEComa) 8963/3
tumor miomelanocitico de células claras 8990/3
8800/3
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Anexo 2 — Ficha de coleta de dados clinicopatolégicos de sarcoma de partes
moles (SPM) — Hospital Araujo Jorge — ACCG

BANCO DE DADOS RETROSPECTIVO

Numero
SARCOMAS DE PARTES MOLES
HOSPITAL ARAUJO JORGE -ACCG
DEPARTAMENTO DE TECIDO CONJUNTIVO E ORTOPEDIA
I. IDENTIFICAGAO
1. Prontuano: 2. Nome:
3. Data de nascimento: / / 4Sexo: (J1Masc (O2Fem 5.1ldade:

Il. LOCALIZAGAO/DIAGNOSTICO/ESTADIAMENTO
6. Localizagao: (] 1. cabeca e pescogo [J 2.térax [J 3. parede abdominal (J 4. retroperitonio [J 5. pelve
[J 6.intra-abdomibal ~ (J 7. membro superior [J8.membro inferior [J 9.outos:
7. Biopsia fora: [J 1. Sim (] Nao 8. Cirurgia fora: (J1.Sim (2. Nao 9. Dorlocal: (J1.Sim (J2.Nao

10.Histologia/l[HQ:(] 1. fibrossarcoma [J 2.FHM [0 3.lipossarcoma (] 4.leiomiossarcoma [J 5.rabdomiossarcoma

UJ 6. linfangio/ssarcoma (17 Kaposi [J 8. sarcoma sinovial (J 9. sarcoma epitelidide
[J10. TON O11.GIST (J 12. Ewing U12.PNET [ 13. paraganglioma
[J 14..sarcoma alveolar  [J 15. sarcoma SOE [ 16. outros

11. Estadiamento: 12. Tamanho:__ cm 13. Linfonodos: (J1.Sim O2.N3o

14. Grau: J 1.baixo [J2.alto 15. Metastase: (0 1.Sim (J2.Nao 16.Ressecc¢do de metastase: [J 1.Sim (J 2.Ndo
17. Sitio metastatico: [J 1. pumdo [ 2.figado ([J3.cérebro O 4.0sso (05.NA (O 6.outros:

1l. NEOADJUVANCIA
18. Radioterapia neoadjuvante: [J 1.Sim (3 2.Nao 19. Dose: Gy
20. Quimioterapia neoadjuvante: (J1.Sim [J 2.No 21. Droga principal:

IV. TRATAMENTO CIRURGICO
22. Cirurgia: [J 1. Preservagdo O 2. Amputag@o/ressec. 6rgdo  22. Margem: (J 1.Ivre [0 2.comprometida (0 3. NA
23. Complicagoes: (0 1. Sim [J2.Nao 24.Tipo: O 1.Infecgdo O 2. Deiscéncia O3.outras:

V. ADJUVANCIA/TRATAMENTO EXCLUSIVO CURATIVO
25. Radioterapia adiuvante: (J 1. Sim 0J2. Nao 26. Dose: Gy
27. Quimioterapia adjuvante: 0J1. Sim (0 2.Ndo  28.Droga principal :

29.Trat. paliativo inicial: (1. Sim (J02N&do 30. Tipo: J1.RT 0 2.QT 0O 3.Cirurgia 0 4.Combinado:

VI. EVOLUGAO

30.Recoméncia: [J1.Sim [OJ2N3o 31.Padrdo: O 1.local [ 2.local+distancia O 3. distAncia
32. Sitio metastatico: [J 1. puimdo [ 2.figado [ 3.cérebro O 4.0sso O 5.ndao [ 6.outros:
33.Resseccdo de metastase: (J 1.Sim (O 2.Nao 34. Tempo para recormréncia: meses

35.Situagdo atual: [J 1. vivo s/doenga O3 2. vivo c/doenga O 3. perda de seguimento O 4.6bito
36. Tempo de sequimento meses 37. Admiss3o.__ [/ |/ 38.Ultima consulta: / /

Apenas sarcomas de partes moles. Se tratamento paliativo(29), apenas itens |, Il e VI136-39.NA=nao avalidvel : TON=tumor de
onegem neural,GIST= tumor estromal gastrintestinal; PNET=tumor neuroectodémico
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Anexo 3 - Autorizagdo do autor Silva, AMTC para a utilizagéo das ilustracdes

neste documento

De: Prof. Anténio Marcio Teodoro Cordeiro Silva, M.Sc.
Professor das Disciplinas de Genética e Biologia Molecular
Departamento de Biologia

Universidade Catdlica de Goias

A/C: Priscilla Silva Rosa de Almeida, Esp.

Aluna do Programa de Pés-graduacao Mestrado em Genética

Universidade Catolica de Goias

Goiania, 15 de abril de 2008.

Cara Priscilla,
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enriguecimento de sua dissertacdo de mestrado. Neste contexto,
autorizo a utilizacdo das ilustragdes originais de minha dissertacao de
mestrado, denominada “Avaliacdo Epidemioldgica, Citogenética e
Molecular de Carcinomas da Laringe”, para os fins cientificos e

educacionais de sua dissertagdo mediante citagao da referéncia.
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Prof. Antdbnio Marcio
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Apéndice

Apéndice 1 — Distribuicdo dos pacientes com SPM por genétipo em

relacao a faixa etaria, localizagao do tumor e tipo histolégico.

p53Arg/Arg p53Arg/Pro p53Pro/Pro
Fatores = % = % = % p
Faixa etaria
19-29 6 9,4 6 19,4 0 0,0
30-39 12 18,8 4 12,9 0 0,0
40-49 15 23,4 10 32,3 1 20,0 0,149
50-59 10 15,6 8 25,8 3 60,0
60-69 11 17,2 2 6,5 1 20,0
>70 10 15,6 1 3,2 0 0,0
Total 64 100,0 31 100,0 5 100,0
Localizacao
Cabeca e Pescoco 2 3,1 3 9,7 0 0,0
Torax 10 15,6 4 12,9 0 0,0
Parede abdominal 2 3,1 0 0,0 0 0,0
Retroperit6nio 9 141 6 19,4 3 60,0 0,449
Pelve 2 3,1 0 0,0 0 0,0
Intra-abdominal 5 7,8 5 16,1 1 20,0
Membro superior 9 141 2 6,5 1 20,0
Membro inferior 24 37,5 11 35,5 0 0,0
Outros 1 1,6 0 0,0 0 0,0
Total 64 100,0 31 100,0 5 100,0
Tipo Histolégico
Fibrossarcoma 22 34,4 7 22,6 0 0,0
Fibrohistiocitoma
Maligno 0 0,0 1 3,2 0 0,0
Lipossarcoma 8 12,5 3 9,7 0 0,0
Leiomiossarcoma 5 7,8 6 19,4 2 40,0
Rabdomiossarcoma 3 4,7 0 0,0 0 0,0
Linfangiossarcoma 3 4,7 2 6,5 0 0,0 0,123
Sarcoma de Kaposi 5 7,8 0 0,0 0 0,0
Sarcoma Sinovial 1 1,6 0 0,0 0 0,0
Tumor de Origem 3 47 1 3.2 > 40,0
Neural
Tumorl do 'Estroma 1 16 0 0,0 0 0,0
Gastrointestinal
Tumor
neuroenddcrino 0 0,0 1 3,2 0 0,0
periférico
Sarcoma SOE 9 14,1 9 29,0 1 20,0
Outros 4 6,3 1 3,2 0 0,0
Total 64 100,0 31 100,0 5 100,0
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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