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RESUMO Introducao: A capacidade de predizer o comportamento bioldgico e a resposta terapéutica seria de grande valia no tratamen-
to do cancer de reto distal. Correlacionou-se a hiperexpressiao do p53 e Ki-67 com: parametros clinicopatoldgicos, resposta ao trata-
mento e progndstico. M étodos. Cortes histolégicos de 72 pacientes com adenocar cinoma de reto distal foram corados para as proteinas
p53 e Ki-67. Todos os pacientes receberam radioterapia (5.040 cGy) e quimioterapia (5-fluorouracil + leucovorin). Os pacientes com
resposta completa foram acompanhados sem tratamento cirrgico, enquanto a resseccao foi realizada naqueles com resposta parcial.
Resultados: Hiperexpressdo do p53 foi detectada em 41/72 (56,9%) tumores e alto indice de proliferagéo (Ki-67) foi observado em 36/
72 (50%) tumores. Amostras teciduais coletadas pré e pos quimio/radioter apia apresentaram fidelidade no estado do p53 em todos os
casos. Reatividade ao p53 e Ki-67 correlacionaram-se com recidiva da doenga (p=0,02, p=0,006, respectivamente), contudo n&o se
associou com: idade, sexo, estadio T .N .M. e doenca residual apds quimio/radioterapia. Expressdo do p53 e Ki-67 associou-se com
menor indice de sobrevivéncia geral (68,2 vs. 87,2 meses, p=0,005 e 59,9 vs. 89,3 meses, p=0,001, respectivamente) e intervalo livre
de doenca (59,4 vs. 81,7 meses, p=0,004 e 48,9 vs. 86,1 meses, p=0,0009, respectivamente). Conclusdo: As proteinas p53 e Ki-67

podem ser Gteis na avaliagdo progndstica de pacientes com cancer de reto distal submetidos a terapia multimodal.

UNITERMOS: p53 -MIB-1 -cancer dereto distal- quimioterapia-radioterapia

INTRODUCAO

O tratamento ideal para o cancer de reto distal ainda
permanece controverso. A resseccao cirlrgicaégeralmente
o tratamento de escolha para estes tumores. Contudo, a
incidénciaderecidivalocal apdstratamento cirdrgico cu-
rativo varia de 4 a 40%, ou até mesmo 70% de acordo
com o est&dio tumoral e com o local onde o tratamento
foi realizado'3. Ademais, tumor infiltrativo naparede apre-
senta risco alto de recidiva local e de aparecimento de
metéstases a distancia quando tratado somente pela ci-
rurgia*®.

Estes dados encorajam a aplicacéo de terapia
neoadjuvante (quimio e radio) no cancer de reto distal.
Assim, radi oterapiaassociadaou ndo aquimioterapiatem
sido utilizadaparadiminuir astaxasderecorrénciapélvica
e paramelhorar as taxas de sobrevivéncia, especialmente
nos estadios N ou M (Dukes B2 ou C)*2710, Esta terapia

Trabal ho apresentado no 49° Congresso Brasileiro de Col oproctol ogia para concor-
rer ao prémio Pitanga Santos.
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multimodal também pode ser indicada nas|esbes avanca-
das, fixas ou naguel as aparentemente ndo ressecaveiscom
0 objetivo dereduzir o volumetumoral e seu estédio clini-
co-patol 6gico?>¢10, Esta tética terapéutica pode teorica
mente ajudar os cirurgidesamudar acondutade resseccéo
abdominoperineal (APR) paraoperagdes ndo amputativas,
mantendo o esfincter anorretal™ "8, Lesdes ressecaveiscom
invasdo da gordura perirretal (TJ ou T4) ou envolvendo
linfonodos (M1, N2 ou NJ) podem ter melhor controle
local através daradioterapiaadjuvante.

Em estudo iniciado em 1991, utilizou-se a terapia
multimodal nos pacientes com tumores de reto distal
potencialmente ressecaveist. Os pacientes receberam
5.040 cGy em doses fracionadas. A dose de quimio-
terapia associada a radioterapia foi baseada em estudo
da “Mayo ClinicNCCTG" 23, Neste estudo a dose de
leucovorin e 5- fluorouracil foi de 20mg/m2 e 425 mg/m3
respectivamente, por cinco dias (QT sem RT). A dose
total por ciclo foi: leucovorin = 100, mg/m2 e 5 - fluo-
rouracil = 1275 mg/m2, e o interval o entre os dois ciclos
foi de 36 dias.
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A toxicidade foi minima neste estudo. Radioderrnite
perined, proctite ou cistite foram tratadas e control adas por
mudancas nafracéo daradiotergpia Toxicidade hematol 6gica
foi frequente, porém ndo foi necesséria hospitalizagdo ou
suspensdo do tratamento em nenhum caso.

O conceito de melhor selecéo de pacientes, antes do
planejamento pré-operatério, de quais|esbes sGo maispro-
pensas aresponder airradiacdo ou irradiacdo associadaa
quimioterapiatem setornado um alvo aser estudado. Alta
dosederadioterapiainfluencianafungdo intestinal alongo
prazo, assim enfatiza-se a necessidade de se encontrar fa-
tores preditivos de recidivalocal e excluir pacientes com
ataprobabilidade de curasomente com cirurgia, assim como
amelhorianastécnicasdeirradiagdo.™

A capacidade de predizer aagressividade biol6gicaea
resposta terapéutica através da andlise tecidual édevalor
inestimavel para o tratamento dos pacientes com cancer.
Se tumores n&o responsivos pudessem ser identificados,
estes pacientes poderiam ser poupados de toxicidade, tem-
po e gastos financeiros com regimes terapéuticos intensi-
vos ou seriam candidatos ideai s para novas modalidades
terapéuticas ndo convencionais. Pacientes com tumores
considerados responsivos poderiam se beneficiar detrata-
mento agressivo. Damesmamaneira, poderiam ser identi-
ficados pacientes os quai s necessitariam ou ndo de resseccdo
COmo componente terapeutico'.

O desenvolvimento e progressao do cancer dereto distal
€ um processo com multiplas etapas, no qual eventos
géni cos especificos parecem seguir umasequénciatempo-
ral.** Dadaaimportanciadas ateragdes de oncogenesede
genes supressores de tumor neste processo, parece razoa
vel explorar se tais marcadores tém valor preditivo nos
pacientes com tumorestaiscomo o do cancer dereto distal.
Os marcadores ideais deveriam ser capazes de predizer
com acurécia o progndstico de cada caso. A utilizacdo de
material de bidpsia no momento do diagnostico é funda
mental naavaliagdoinicial parapromover tratamento indi-
vidualizado .

Dentre os distarbios génicos encontrados, estdo a
hiperexpressio e mutagdo do p53, gene supressor de tu-
mor localizado no cromossomo 17p, o qual € o gene mais
comumenteimplicado em carcinogénese.*’"8 Alteragbes do
gene p53 tém sido demonstradas em 60% -80% dos tumo-
res colorretais. %3 A proteina p53 selvagem tem um
efeitoinibitorio naproliferacéo etransformagdo celularese
este efeito parece ser devido a habilidade de manter as
célulasnafase G1 dociclo celular. * Adicionalmente asua
funcéo naregulacéo celular, o p53 tem sido implicado na
sintese e reparo do DNA, *2 na manuteng&o da estabilida-
de genémica,* nadiferenciacéo celular e apoptose.®* Mu-
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tacdo do gene p53 atera significantemente sua atividade
regulatériasupressoratumoral .** Namaioriados casos, um
segundo evento naformade perdade alelo normal (perda
daheterozigose) no cromossomo 17 geralmente ocorre na
célulatumoral.®® Mutac6es no p53 ocorrem predominan-
temente no segmento do genoma responsavel pelas liga-
¢Oes do DNA codificadas namaior parte das vezes pelos
exons 5-8 (regido conservada).’8* Estesexonsvariam em
tamanho de 110 a 183 pares de base e séo separados por
segmentos de introns medindo até 755 bases em compri-
mento.

Por outro lado, o antigeno definido pelo anticorpo
monoclonal Ki-67 é umaproteinanuclear humanaencon-
trada em todas as partes ativas do ciclo celular, sendo lar-
gamente empregada como marcador de proliferacdo.®® O
anticorpo monoclonal Ki-67 reconhece a parte |abil do
antigeno nuclear, o qual estapresente nascélulasem proli-
feracdo (i.e., célulasnasfases G1, S, G2 e M) masndo em
célulasnafase G0.3 O uso do Ki-67 estarestrito ao tecido
afresco, pois o epitope ndo sobrevive afixagao histol 6gica
derotinaem formaldeido. MIB-1 é um verdadeiro anti-Ki-
67 equivalente que pode ser empregado em tecidosfixados
em formalinae em tecidosrotineiramente processados com
retirada antigénicaatravés de microondas.®

Portanto, utilizou-se a técnica de imunohistoquimica
para determinar se as alteracdes do p53 e Ki-67
correl acionam com: parémetrosclinico-patol 6gicos, resposta
aquimio/radioterapia pré-operatdriae sobrevidanos paci-
entes com cancer dereto distal.

MATERIAISE METODOS

Material Clinico:

Entre Junho de 1991 e Agosto de 1996, 118 pacientes
com adenocarcinoma de reto distal potencialmente
ressecavel entraram num protocol o de quimio/radioterapia
neoadj uvante seguido de resseccéo, naUnidade Colorretal
do Departamento de GastroenterologiadaUniversidade de
S0 Paulo. Todos os pacientes tinham tumor de reto po-
tencialmente ressecavel localizado até 7 cm da margem
anal. Apbs completar a quimio/radioterapia, 0s pacientes
foram re-estadiados com tomografia computadorizadado
abdomen e pélvis. Todos os pacientes receberam radiote-
rapia externa na dose de 5.040 cGy em trés planos e
quimioterapiaconsistindo de 5-fluorouracil + leucovorin.

Os pacientes foram cuidadosamente avaliados para a
presencadedoencaresidua e classificadoscomo: resposta
completa = desaparecimento detodosossintomasesinais
clinicos, auséncia de tumor ao exame digital e
ultrassonografiaintraretal, bi 6psias negativas ou auséncia
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detumor no espécime ressecado; incompleta = persistén-
cia de lesdo residual macroscépica ou microscépica em
qual quer fase do tratamento. Recorréncialocal foi definida
como cancer crescendo no leito de resseccéo préviaou na
parede retal nos casos de ressecgOes|ocaisefoi documen-
tado clinicamente, através de estudo anatomo-patol 4gico
ou por tomografiacomputadorizada.

Dos 118 tumores de reto consecutivos originariamente
incluidos, estavam disponiveis bidpsias e ou espécimens
ressecados de 72 pacientes que puderam ser utilizados para
analiseimunohistoquimica.

Os prontuarios e laudos anatomo-patol égicos foram
cuidadosamente revistos e 0s seguintes dados clinicos fo-
ram analisados; idade, sexo, sitio tumoral, e caracteristicas
histopatol 6gicasincluindo tipo tumoral, grau de diferencia-
¢80 (G 1 = bem diferenciado, G2= moderadamente dife-
renciado, G3= pouco diferenciado e G4= indiferenciado).
Pacientes foram estadiados de acordo com o0 “ American
Joint Commission Staging System” (TNM).*

AvaliacGes Histopatol 6gica e Imunohistoguimica:
Estudaram-se os cortes histol gicos para confirmar o
diagndstico histopatol 6gico de tumor, e blocos de tecido
correspondente fixados em formalinae embebidos em pa-
rafinaforam seccionados paraanalise imunohistogquimica.
O material estudado compreendeu bidpsias endoscopicas
pré-operatorias e espécimens ressecados, e em al guns pa-
cientes (n=20), os tecidos foram examinados antes e apos
o tratamento com qui mio/radi oterapia paracomparagéo.
Foramredizadostrésacinco corteshistol6gicosde4 um
de cada bloco designado. Uma lamina foi usada para
imunohistoquimicado p53 (p53-DO7, Glostrup, Denmark)
eoutraldminaparaKi-67 (Mm-I, Immunotech, Marseille,
France), através do método do complexo daavidina: biotina
peroxidase.* O anticorpo para o p53 tem a capacidade de
detectar ambas proteinas selvagem e mutante. Paraareti-
rada antigénica utilizou-se panelade pressio parao p53 e
do aguecimento pelo microondasparao Ki-67 (MIB-1). A
técnicadeimunohistoquimicajafoi descritaanteriormen-
te.*r Brevemente, aimunodetecgéo envolveu o uso de cor-
tes histol 6gicos com 4 um de espessura de tecido fixado
em formalina e embebido em parafina, tratados com
peréxido de hidrogénio a 4% (H202) em metanol por 35
minutos paraeliminar aatividade endégenada peroxidase.
Os cortes sofreram a retirada antigénica por 10 minutos
(microondas ou panela de pressao) e foram lavados com
solucéo salina fosfatada e tamponada (PBS) e incubados
com 10% de soro de caval o parabloquear asligacbes ndo
especificas. Apdsremocao do soro, aplicou-se o anticorpo
monoclonal primario (atemperatura ambiente e por uma
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hora). Aposnovalavagem com PBS, os cortes histol égicos
foram incubados com anticorpo secundario por 30 minu-
tos, lavados duas vezes e tratados com o complexo de
peroxidase Vectastain Elite (Vector Laboratory, Burlingame,
CA) por 30 minutos. Seguindo-se novalavagem com PBS,
foram incubados com diaminobenzidinaa0,05% e H202
a 0,04%, lavados com agua destilada, corados com
hematoxilina, e desidratados atravésde d cooisexilol. Cor-
tes histol 6gi cos de adenocarcinomade célon, previamente
conhecidos por expressarem atos niveis de p53, foram
usados como controles positivos. Os controles negativos
corresponderam a cortes histol 6gicos de adenocarcinoma
de célon com o anticorpo primario substituido pelo “ Trp-
E” 1:200 em solugéo salina tamponada. Immunoresativi-
dade nuclear especifica para p53 foi classificada semi-
guantitativamente numaescalade 0 a4 paraintensidade e
distribuigcdo. Todos os cortes foram examinados por dois
investigadores, independentemente, usando-se um sistema
pré- definido de graduac&o. O indice de proliferagdo do
Ki-67 foi definido como aporcentagem decélulastumorais
com coloragdo nuclear positivapor 1.000 célulastumorais
contadas.

AndliseEstatistica:

Osresultados das ateragdes do gene p53 foram compa-
rados com as caracteristicas clini co-patol 6gicas, usando-se
0 teste do qui-quadrado para os dados qualitativos e o teste
T de Student para os dados quantitativos, com valor dep <
0,05 considerado significante. Astaxas de sobrevivénciacu-
mulativa foram calculadas pelo método de Kaplan-Meyer
considerando mortes relacionadas ao tratamento e mortes
causadas pelo tumor. A andlise estatistica de comparacdes
foi feitausando-se o testedelog-rank. Usou-seo Modelo de
regressao de Cox paraavaliar o efeito dasdiversasvariavels
sobre a sobrevida. Fatores preditivos foram considerados
individualmente e em conjunto.

RESULTADOS

Pacientese CaracteristicasTumorais:

Trintae sete (56,9%) eram homense 27 mulheres, com
média de idade de 57,9 + 13,3 anos. Os pacientes foram
submetidos a: ressecgdo anterior= 32 resseccao
abdominoperineal do reto= 27 eressecgdo local=2. A mé-
dia de seguimento foi de 50 meses (variagdo de 14 a 96
meses). Todos os tumores eram do tipo adenocarcinoma,
incluindo-se: tubular= 49, tdbul o- papilifero= 10, tubulo-
viloso= 8, e mucinoso= 5. Os tumores foram distribuidos
de acordo com o grau de diferenciagdo em: Gl = 19
(26,4%), G2 = 49 (68,1%), e G3 = 4 (5,5%) (Tabela 1).
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FIGURA 1: Imunohistoquimica para o p53 em paciente com adenocarcinomadereto distal, evidencia coloragao nuclear marrom dascélulastumorais (400 X) (1A); Foco de

colorag&o positiva em area defibrose posradioterapia (100 X) (1B).

Imunohistoquimica parap53 eKi-67:

Observou-se hiperexpressao do p53 em 41/72 (56,9%)
dos pacientes (Tabela 1). Os tecidos coletados pré e pés
quimio/radioterapia de 20 pacientes apresentaram o mes-
mo perfil imunohistoquimico em todos os pacientes. A
deteccdo imunohistogquimica da proteina p53 revelou um
padréo varidvel de coloracdo, desde completamente au-
sente até distribui¢do difusae com forte reatividade (Figu-
ral). Entre estes extremos, aintensidade e a distribuic&o
dacoloracdo variou delocalizado/fraco paradifuso/fraco,
elocalizado ou forte difuso. Naandlise estatisticaconside-
rou-se coloracdo nuclear positivaquando maisdo que 10%
das células apresentavam coloragdo nuclear .

A distribuicao das proteinas p53 e Ki-67 de acordo com
0s parémetros clinico-patol 6gi cos estademonstradana Ta-
bela 1. N&o se evidenciou associagdo estatistica entre a
presencado p53 eidade, sexo, tipo detumor, grau dedife-
renciacdo, tumor (T), envolvimento linfonodal (N), esta-
dio (TNM) etipo do procedimento cirargico (Tabela l).

O indicede proliferagdo denotado pelas células coradas
pelo Ki-67 foi de 49,2 £+ 20,3 (variando de 10 a 90%) das
células tumorais (Figura 2). Trinta e seis (50%) tumores
foram classificados como altamente proliferativos, jaque
mais do que 50% das células estavam coradas. Nao se
evidenciou associacao estatistica entre a presenca do Ki-
67 e idade, tipo de tumor, grau de diferenciac&o, tumor
(T), envolvimento linfonodal (N), estédio (TNM) etipo do
procedimento cirdrgico (Tabela 1). Houve maior grau de
proliferac&o nostumores das mulheres quando comparado
aos dos homens (Tabela 1).

Respostaa Quimio/radioter apia:

Os pacientes foram cuidadosamente seguidos pelo ci-
rurgido, radioterapeuta e oncol ogistaatravés do examecli-
nico, digital, métodos endoscOpicos e ultrassonografia

transretal. Respostacompletafoi observadaem 15 (20,8%)
dos pacientes, e parcial em 57 (79,2%) dos pacientes.

Hiperexpressdo de ambas proteinas p53 e Ki-67 ndo foi
associadaarespostadaquimio/radioterapia, i.e. comapre-
senca de doencaresidual no espécime ressecado, p=0,73.
(Tabela l).

Correlacdo entreHiperexpresso do p53 eKi-67
e Progndstico:

Oscd culosbasearam-se nosdados de 72 pacientesque se
submeteram aressecggo curativa e estavam no risco de reci-
diva Ospacientesque morreram de causando relacionadaao
tumor retal foram considerados (n=3). Dois pacientesmorre-
ram no periodo pds-operatorio e ndo estavam arisco dereci-
diva Ocorreram 21 recidivas, sendo que 16 morreram devido
arecidivadadoencae cinco estéo vivos com doenga (censu-
rados). Quarenta e sete dos 72 pacientes permanecem sem
doencaeforam também consi derados censurados.

As curvas de sobrevidaforam cal culadas baseando-
se na hiperexpressao do p53 e Ki-67. A média de
sobrevida em pacientes sem hiperexpresséo do p53 foi
de 87,13 meses (95% CI= 80,7 -93,5), comparada com
68,2 meses (95% Cl= 56,2 -80,2) em pacientes com
tumores positivos para o p53, p=0,005. O intervalo li-
vre de doenca foi definido como o periodo desde a
quimio/radioterapiaaté arecidiva. A médiado interva-
lo livre de doenca foi de 81,7 meses (95% Cl= 73,2-
90,2) em pacientes sem hiperexpessao do p53; € 59,4
meses (95% Cl= 45,8- 72,8) em pacientes com altera-
¢80 no p53, p=0,004.

A médiade sobrevivénciagera em pacientescom baixa
proliferacgofoi de 89,3 meses (95% Cl=81,9-96,5), com-
parados a 59,9 meses (95% Cl= 49,0- 70,8) em pacientes
com tumores com alta taxa proliferativa para Ki-67,
p=0,001. A média do intervalo livre de doenca foi de 86
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Tabela 1. Correlagao entre Parametros Clinico-patolégicos vs. Hiperexpressao do p53 e Ki-67 em 72
Pacientes com Carcinoma de Reto

p53 Analise Ki-67 Analise
Positivo Negativo Estatistica ~ >50% <50% Estatistica

Idade (anos) <60 21 16 0,97* 17 20 0,63*
>60 20 15 19 16

Sexo Masculino 23 19 0,80%* 16 26 0,03*
Feminino 18 12 20 10

Grau de Gl 9 10 0,21 10 9 0,36
Diferenciacao G2 31 18 22 27
G3 1 3 4 0

Classificacao T1 3 4 0,19 1 6 0,61
TNM T2 19 16 20 15
T3 19 11 15 15

N NO 33 24 0,9 26 30 0,15
N1 8 7 10 6

Estadio TNM 1 17 15 0,45 14 18 0,32
11 16 8 12 12
111 8 8 9 7

Resposta Parcial 34 24 0,39* 33 25 0,07*
Terapéutica Completa 7 8 4 11

Procedimento ~ Nenhum 6 5 0,61 3 8 0,06
Ciruargico RA 17 15 16 16
APR 17 10 15 12
RL 1 1 2 0

Recidiva Ausente 21 25 0,027 16 30 0,006
X Local 6 2 6 2
A Distancia 10 3 11 2

Teste qui-quadrado; *= Teste Exato de Fisher; RA= Ressec¢do Anterior;
APR= Ressec¢do Abdominoperineal; RL=Ressec¢do Local
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FIGURA 2: Imunohistoquimica para o Ki-67 em paciente com adenocarcinomadereto distal, evidencia coloragéo nuclear marrom dascélulastumoraisem altataxadeproliferagdo
(400 X) (2A); Tumor com baixa taxa proliferativa (400 X) (2B).
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meses (95% Cl= 76,9 -95,2) em pacientes com baixa pro-
liferac&o; e de 48,9 meses (95% Cl= 36,3- 61,6) em paci-
entescom atataxaproliferativa, p=0,009.

Ascurvasdesobrevivénciageral edointervalolivrede
doencga, assim como teste de log rank estéo dispostos nas
Figuras3e4.

Naandisemultifatorial, p53, Ki-67 erespostaaquimio/
radioterapia foram fatores independentes de progndstico
(Tabela 2).

Qurva de Sobrevi vénci a Geral - p53

p53
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A . . . . censurado
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Meses (P=0,005)

%

multimodal combinadacom intuito de melhorar o controle
local e eliminar adoengamicrometastética presente no tem-
po daresseccao. Resposta patol 6gicacompletaadiversos
regimes de quimio/radioterapia, variaentre 15 a 36%, com
médiade aproximadamente 20%.-574>% Adiciona mente,
aausénciade doencaresidual ou apresencade tumor mi-
croscopico no espécime ressecado poderia correlacionar
commaior intervalo livre de doencae médiade sobrevida.
A resposta a terapia neoadjuvante pode, portanto, ser
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FIGURA 3: Curva Cumulativa de Sobrevivéncia dos pacientescom adenocarcinoma dereto distal, mostrando a diferencaem sobrevivénciageral (3A) eintervalolivrededoenca (3B)
entre os pacientes positivos para a expressdo do p53 (linhafina) eosnegativos (linha grossa).
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FIGURA4: Curva Cumulativa de Sobrevivéncia dospacientescom adenocar cinomadereto distal, mostrando adiferencaem sobrevivénciageral (4A) eintervalolivrededoenca (4B)
entre ospacientescom alta taxa deproliferacao (KI-67) (linhafina) ecom baixataxa (linha grossa).

DISCUSSAO

A identificacdo de lesBes génicas responsaveis pela
carcinogénese poderia criar um sistema de estadiamento
baseado na biol ogiamolecular, que aumentariaaacurécia
em prever prognostico de um individuo com cancer.%

Esforcos sdo atualmente empregados na terapia

preditivade um resultado superior aresseccdo em pacien-
tes com cancer de reto distal .*>

Contudo, o uso de quimio/radioterapia no tratamento
do cancer de reto distal é limitado pela alta taxa de
morbidade, resposta completarelativamente baixa, eficd
cia ndo estabelecida e alto custo. A identificagdo de
marcadores biol 6gicos que pudessem predizer com preci-
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Tabela 2. "Cox Regression Model" para Sobrevivéncia
em 72 Pacientes com Cancer de Reto Distal

Variaveis Odds Ratio Valor de P

Resposta 0,062 0,803
Sexo 0,079 0,778
Diferenciaciao 0,304 0,581
N 0,432 0,511
Estadio 0,737 0,391
p53 0,929 0,008
Ki-67 2,427 0,0005
T 1,671 0,0019

s80 aresposta terapéutica e a sobrevida seria de interesse
clinico.5! Parece racional presumir que o grau de
agressividade tumoral, assm como a heterogeneidade do
comportamento clinico de cadatumor devem-se asaltera-
¢oes intrinsecas génicas rel acionadas ao cancer, afetando
parametros, taiscomo: taxade crescimento, invasdo tecidual,
probabilidade de recidiva, propensdo a desenvolver
metéstase e resposta ao tratamento.

Esta é uma andlise prospectiva usando um grupo bem
definido de pacientes, que se submeteram ao mesmo pro-
tocol o de quimio/radioterapia, portanto, o risco de selegéo
aleatdria e erros nos dados col etados s&o minimizados.

N&o foi detectadanenhuma correlacdo daexpressio do
p53 ou Ki-67 com os achados clinico-patol 6gicos. Foi ob-
servadafidelidade naexpressdo do p53 em todos 0s casos,
quando o tecido tumoral de um mesmo paciente (n=20) foi
analisado, antes e apds quimio/radioterapia. Este dado é
relevante, jaque ostecidos disponiveis sdo geralmente es-
cassos. Alguns autores acreditam que o p53 pode partici-
par naresposta celular airradiacao.’25354555% Células com
auséncia de expressdo do p53 ou com hiperexpressao do
p53 mutado ndo apresentam repouso nafase G I. Isto su-
gere que o p53 selvagem pode estar envolvido nainibi¢éo
dasintese de DNA apds dano ao DNA com quimio/radio-
terapia.®2%% Adicionalmente, a exposicéo de células
tumorais a drogas como 5-fluorouracil pode levar a au-
mento naregulacdo dos niveisde proteina p53 por aumen-
to de estabilidade pelatranslacdo da proteina p53.%

Os dados apresentados neste estudo, assim como evi-
dénciasanterioresindicam que hiperexpressdo do p53 esta
rel acionada com fendtipo maligno mais agressivo, porém
os resultados diferem baseados na histogénese tumoral .?’
AlteracBesdo gene p53 tem sido rel acionadas com adisse-
minag&o tumoral no carcinomacolorretal > e com o com-
portamento metastatico de cél ulas de pulmao.>® Dados adi-
cionais da participacao do p53 haprogressao tumoral eno
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potencial metastatico tém sido observados nas linhagens
celulares de carcinomacolorretal® e em linhagens celula-
res de tumor de camundongo transfectado com p53
mutado.°

Imunorreatividade ao p53 tem sido associada com me-
nor sobrevivéncia em pacientes com carcinomade varios
0rgéos.>2227 O papel das ateractes do gene supressor de
tumor p53, como determinante darespostaaterapiae prog-
nostico do cancer dereto distal, permanece controverso e
os dados so conflitantes.1%-232.28-30 Esta di screpanciapode
ser explicada peladiferencanos sistemas de classificagéo
da positividade do p53, e a porcentagem de tumores p53
positivos em diferentes estudos.® Os resultados desta pes-
quisa estéo de acordo com outros estudos que néo de-
monstram associacdo entre mutagdes do p53 e apresenca
de doenca residual no espécime ressecado (p=0,08),2°0
contudo, intervalo livre de doenca e sobrevivéncia média
baseada na presenca ou auséncia de mutagdes do p53 fo-
ram significativamente diferentes, p=0,02 e p=0,03, res-
pectivamente. Em estudo interessante, Zhang® utilizou
quatro anticorpos para detectar as alteragcdes do p53.
Hiperexpressdo do p53 foi mais comumente encontrada
no colon esquerdo e reto, carcinomas Ndo MuciNosos,
aneupl 6ides, e em tumores com altaatividade proliferativa.
Independentemente de qual anticorpo foi utilizado, o prog-
ndstico foi fortemente desfavoravel paratumores p53 po-
sitivos quando comparados aos negativos.
I nterpretagcdo dademonstracéo imunohistoquimicadapro-
teina p53 é baseada na premissa de que 0 p53 selvagem
tem meia-vidacurta, ndo sendo detectével .*” As mutagdes
do p53 tornam a proteina mais estavel e, portanto,
detectavel. Contudo, coloragéo positiva para p53 ndo ne-
cessariamenteimplicaem mutac&o, desde que degradacéo
reduzidaou ambiente celular aterado podem similarmente
tornar a proteina p53 selvagem detectavel .52% Da mesma
maneira, a auséncia de colorag&o pode ocorrer em casos
dedelecéo do gene, falénciadetranscricdo, ou de mutacéo
ndo estavel; todas as quais podem estar associadas com
perda de funcdo do p53.62%* Estudos recentes, contudo,
demonstram acorrel agdo entre hiperexpresséo daproteina
p53 e amutacdo do gene, especialmente quando esta pre-
sente coloragdo intensa. Ademais, aimunohistoquimicafoi
considerada mais exeqiivel do que o0 seqiienciamento do
DNA naavaiacéo do estado funcional do p53, pois, ape-
sar daestabilizacdo do p53 ocorrer devido as mutacbes ou
outros mecani Smos como proteinasvirais, aproteinaesta-
vel e, portanto, detectavel aimunohistoquimica pode re-
sultar em perda dafuncdo de supresséo tumoral .

Alta atividade proliferativa esté associada com maior
potential maligno do cancer colorretal .65% Célulasem pro-
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liferac@o sdo mais responsivas ao dano radioterapico, etu-
mores com diferentes indices de proliferagdo podem res-
ponder diferentemente aradioterapia.®! Osresultados aqui

apresentados confirmam observacOes prévias, asquai s su-

gerem que ato indice de Ki-67 ndo é um bom indicador de
respostatumoral aradiagdo,?*=1¢" porém contradizem ou-

tros que tém achado associagdo entre acoloragdo de PCNA

e patol 6gico diminuicdo do estadio tumoral dereto trata-

doscomirradiagdo pré-operatoriaseguidosdecirurgiara
dical.%® Isto pode ocorrer por diferencas na selecdo dos
pacientes, tamanho da amostra, definicdo da resposta
tumoral aradiacéo, e critériosparadefinir apositividade as
colorages de marcadores de proliferagdo.®! Osdadosdes-
tainvestigacdo indicam que o alto Ki-67 associou-se com
maior indice de recidiva tumoral e menor sobrevivéncia
média. Trés outros estudos da literaturareportam resulta-
dos conflitantes quanto a significancia progndstica da ex-
pressdo de Ki-67 pré-radiagdo em tumores dereto tratados
com radioterapiapré-operatériaseguidos por cirurgiaradi-
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cal. Dois pequenos estudos demonstram associacéo entre
altosindicesproliferativosemenor intervalo livre de doen-
¢a, 57 porém estes resultados ndo foram confirmados em
grandes estudos e com longo seguimento. &

Em resumo, a hiperexpresséo do p53 e do Ki-67 mos-
trou serem vari&veisindependentes naavaliagdo prognostica
darespostaterapéuticae resultado dos pacientes com can-
cer dereto distal. Melhor resposta ao tratamento quimio/
radiotergpico e maior tempo de sobrevivénciacorrel acionou
significantemente com aausénciade hiperexpressdo do p53
e baixos niveis de proliferacéo celulares. A presenca ou
auséncia de mutagdes géni cas especificas pode prover in-
formacdo Util que pode alterar a decisdo terapéutica no
cancer de reto distal e poderia ser usado para direcionar
futuros ensai os clinicos de quimio/radioterapia. A habilida-
dedeseindicar o tratamento apropriado aos pacientes ba-
seados nos marcadores de comportamento biol dgico e de
eficaciaterapéutica pode ser umavaliosaarmanaestraté-
giaterapéuticaem pacientes com cancer dereto distal.

SUMMARY: Introduction: The ability to predict biologic behavior and treatment responsiveness would be a valuable asset in the
management of low rectal cancer. p53 e Ki-67 hiperexpression wer e correlated with: clinicopathological parameters, treatment response
and outcome. Methods: Tissue sections from 72 patients with potentially resectable low rectal adenocarcinoma were stained for p53
and Ki-67 proteins. All patientsreceived external beam radiotherapy (5,040 cGy) and chemotherapy (5-fluorouracil + leucovorin). The
complete responders wer e followed without surgical treatment, while resection was performed for the partial responders. Results: p53
hiperexpression was detected in 41/72 (56.9%) tumors and high proliferative rate (M1B-1) was observed in 36/72 (50%) tumors. Tissue
samples collected pre- and post chemo/radiotherapy exhibited fidelity in p53 status in all cases. p53 status and Ki-67 reactivity were
correlated with recurrent disease (p=0.04, p=0.001, respectively), however did not correlate with: age, gender, T.N.M. stage and
residual disease after chemo/radiotherapy. p53 and Ki-67 were associated with diminished overall survival (68.3 vs. 87,2 months,
p=0.005 and 60.6 vs. 89.4 months, respectively) and disease-free survival (60.3 vs. 81.9 months, p=0.004 and 49.34 vs. 86.58 months,
respectively). Conclusion: p53 and Ki-67 proteins may be useful as prognostic markersin preoperatively irradiated low rectal cancer

patients.

KEY WORDS: p53 hiperexpression - MIB-1 - low rectal cancer - prognosis - chemotherapy - radiotherapy
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