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INFLUENCIA DO GENE P53 NO NEUROBLASTOMA

Rafaela Gongalves Almeidaz

Hugo Christiano Soares Melo2

RESUMO

O neuroblastoma é um tumor solido extracraniano, originados nas células do
sistema nervoso simpativo. De comportamento bastante curioso o neuroblastoma
pode regredir espontaneamente ou amadurecer a ganglioneuroma benigno. Porém é
um tumor de pior prognostico no momento do diagnostico. Sendo o gene p53 um
‘guardido do genoma”, ele produz uma proteina que impede que as células sofram
alteracdes em seu DNA. Porém apesar de seu papel ser bem estabelecido em
relacdo as células este gene ainda tem um papel obscuro no neuroblastoma.

O desenvolvimento deste trabalho tem como finalidade descrever o gene p53
e sua funcao, evidenciar a relagdo do gene p53 na carcinogénese humana, 0s
aspectos gerais do neuroblastoma e analisar a relacdo com a frequéncia de
mutacBes em neuroblastomas. Isto ird permitir um maior entendimento e empenho
nas pesquisas sobre o neuroblastoma e a influéncia do gene p53, ja que este tipo
de cancer tem um comportamento clinico bastante curioso quando comparado aos

outros.
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1. INTRODUCAO

Entender o mecanismo da baixa incidéncias de mutacdes do gene p53 no
neuroblastoma € bastante interessante, j& que neste tipo de cancer o gene p53 se
comporta de maneira bastante curiosa. Diferentemente de outros canceres o p53 se
comporta de maneira até entdo misteriosa.(1)

O cancer é uma doenca genética, desencadeada por alteracbes no DNA das
células. Ao invés de morrerem pelo desgaste ou reparacdo, as células continuam a
se multiplicarem de forma desordenada a partir da célula primordial que sofreu
mutacdo de seu DNA, fazendo assim com que todas as subsequentes células
tenham o DNA mutado.(2;3;4;5)

O neuroblastoma é um tipo de tumor sélido extracraniano infantil originario
das células primitivas do sistema nervoso simpatico, os neuroblastos. O
neuroblastoma se desenvolve através da interrupcdo da diferenciacdo destes
neuroblastos em células nervosas. E um tipo de tumor que desperta bastante
fascinacéo e decepcao devido a sua maneira curiosa de se comportar.(4;6;7)

O gene p53 é um gene muito conhecido nos processos de carcinogénese, e €
considerado o “guardido do genoma”. Nas neoplasias se comporta de algumas
maneiras. No caso do neuroblastoma o gene 53 € raramente encontrado, apesar da
proteina ter a capacidade de se acumular no citoplasma das células devido ao
acumulo de danos no DNA.(8;9;10;11)

O neuroblastoma € pouco conhecido, com sintomas inespecificos. Isto
acarreta uma grande curiosidade no desenvolvimento de pesquisas tanto para
desvendar os mecanismos de acédo do gene p53 e a baixa frequéncia de mutacdes
em neuroblastomas, mas também para melhorar as formas de diagnéstico que

levaram a progndéstico mais favoraveis.(12;13;14)

METODOLOGIA



Foi realizado uma pesquisa bibliografica, que se baseou na coleta de matérias
publicados sobre o tema a ser discutido. A coleta de matérias foi realizada no
periodo de Fevereiro a 16 de Outubro de 2014, utilizando pesquisas em livros,
artigos, sites especializados na area, como pubmed, scielo, science, cancer res
entre outros. Estabeleceu-se que o material pesquisado ird se referir ao periodo de
1971 até setembro de 2014.

2. CANCER

Considera-se o0 cancer como sendo uma doenca genética, jA& que quase
sempre envolve alteracdes no DNA das células. Entretanto, ele ndo é considerado
necessariamente uma doenca de carater hereditario. Em sua quase totalidade os
canceres humanos sdo de origem somatica, onde fatores ambientais e genéticos
precisam de interag&o para seu surgimento.(2)

O cancer é considerado uma doenca na qual o DNA precisa acumular
mutacdes para que a doenga se inicie e que progrida. “Em geral, as mutacdes
incluem alteracdes de sequéncia, perdas, ganhos e rearranjos cromossOmicos

(simples ou extremamente complexos).”(3)

2.1 Aspectos fisiolégicos, patoldgicos e clinicos do cancer

O corpo se forma através da proliferacdo de trilhdes de células vivas que
fazem o corpo crescer. As células normais se dividem em novas células e morrem de
forma ordenada. A medida que a pessoa se torna adulta as células passam a se
dividirem de forma mais lenta apenas para substituir células desgastadas ou células
gue morreram para reparar lesées. O cancer se inicia quando partes dessas células
no corpo comegam a se multiplicar de forma desordenada.(4)

Neoplasia € denominada como um processo de “novo crescimento”, cujo

crescimento celular foge ao controle normal. Todas as células de um tumor originam



a partir de uma célula isolada que sofreu uma mutacdo em seu DNA e a partir dai os
tumores sao considerados clonais.(5)

O crescimento das células do cancer acontecem de forma diferente do
crescimento das células normais, que, ao invés de morrerem continuam crescendo e
formando novas células anormais. Essas células crescem de forma descontrolada e
invadem outros tecidos. Diferentemente do que acontece com as células normais,
gue nao possuem esta capacidade.(4)

A origem de uma neoplasia se da a partir de uma célula normal que é induzida
a mudar suas caracteristicas naturais através de estimulos, como o descontrole da
reproducdo celular que faz com que a célula passe a produzir uma quantidade
superior de células; e o aumento no tempo do ciclo de vida destas células que
diferentemente das células normais ndo sofre apoptose por desgastes metabdlicos
do DNA e organelas. A formag¢ao de um tumor se deve pela consequéncia desses
dois processos, que ocorrem geralmente de forma individualizada, e que se deve ao
acumulo de células anormais.(15)

A maior parte dos danos causados no DNA acontecem por erros nas células
normais ao se reproduzirem ou por fatores ambientais, tais como agentes
mutagénicos (alcatrdo, radiagbes ionizantes, etc.). As células mutadas também
podem ser passadas para as proles. Muitas vezes ndo ha explicacdo para os danos
encontrados. Na maioria dos casos, as células cancerosas costumam se tornar
tumores. Essas células podem ser transportadas pelo sangue ou vasos linfaticos para
outras partes do corpo onde se instalam, comegam a crescer e formar novos tumores
que iram substituir tecidos normais. Este processo é denominado metastase.(4)

Os tumores séo classificados em dois tipos, os tumores malignos sao
considerados canceres devido a essas células anormais irem sofrendo divisbes e
invadindo outros tecidos, causando metastase. E os tumores benignos que séo
aqueles onde as células permanecem localizadas onde se originou e ndo séo
considerados canceres.(16)

Porém os tumores benignos podem causar problemas, devido ao seu
crescimento desordenado chegam a ficar muito grandes e acabar pressionando
tecidos e Orgdos saudaveis. Mas esses tumores ndo possuem a capacidade de

invadir outros tecidos e com isso ndo se espalham para outras partes do corpo.(4)



2.2 MutagbGes genéticas

As mutacdes sao alteracbes anormais que acontecem no DNA de um gene.
As estruturas que formam o DNA sdo chamadas de bases. A sequéncia que as
bases estdo dispostas determinam a sua fungédo. Mutacdes envolvem alteracdes na
disposicao das bases que formam um gene.(17)

As mutacGes ocorrem em qualquer célula do corpo em quaisquer estagio de
desenvolvimento porém tendem a aparecer mais frequentemente em areas do DNA
chamadas de “hotspots”. Essas mutacdes sdo capazes de produzir efeitos imediatos
causando alteracdes no fenétipo do individuo, que sédo determinados a partir do grau
de dominancia, célula mutada e estagio de ciclo de vida do organismo. Existem dois
tipos de mutacbes, as que envolvem as células de linhagem germinativa que séo
denominadas como muta¢cbes germinativas e as células de linhagem somaticas,
denominadas mutacdes somaticas.(18)

As mutacdes de linhagem germinativa podem ocorrer em qualquer estagio do
ciclo reprodutivo do organismo e sdo expressas tanto de forma dominante como
recessiva. De forma dominante as células mutadas podem ser expressas
imediatamente em suas proles. De forma recessiva as mutagcdes podem ser
encobertas por diploidias.(19)

As mutacdes de células germinativas podem surgir tanto de um gameta, onde
somente um membro da prole devera conter a mutacédo, ou em células germinativas
de linhagem primordial, dos testiculos e do ovério, onde ha a possibilidade de alguns
gametas receberem a mutacdo aumentando o risco de perpetuacdo. Quando ocorre
mutacdes em alguma célula somatica, somente essas terdo o fenétipo mutado, pois
sao de originadas das células da linhagem somatica e ndo séo capazes de transmitir
através dos gametas para suas proles.(19)

Alguns eventos espontaneos e induzidos sao responsaveis pelas mutacdes
dos quais estes sdo bastantes conhecidos: a) infec¢cdes por virus que causem
interferéncia no DNA das células; b) inducdo por agentes fisicos e quimicos
(radiacao, radicais livres provenientes de substancias carcinogénicas, acido carbolico
do fumo, etc) que podem promover a quebra nos cromossomos que induzem as
acOes de oncogenes ou que diminuem as acdes dos genes supressores tumorais; c)
mutacdes espontaneas que sao capazes de induzir 0s protooncogenes a se tornarem

oncogenes, ou reprimir as atividades dos genes supressores de oncogenes,



provocados por delecbes ou mutacdes das bases nitrogenadas do DNA; d)
translocagcdo de cromossomos decorrentes da ruptura de partes de dois
cromossomos, estas partes sao trocadas entre os dois cromossomos lesionados.
Fato que pode ocorrer de forma espontanea durante as varias divisdes das células ou

por inducéo de carcinégenos ambientais.(15)

2.3 Cancer e mutacédo genética: oncogenes

Os processos de crescimento, divisdo e morte das células sédo regulados pelo
DNA ou genes dentro do nucleo das células. Os genes sdo responsaveis por codificar
proteinas que ajudam a regular o crescimento e proliferacdo celular, e s&o
denominados protooncogenes. Contudo, uma sequéncia de DNA de um
protooncogene pode sofrer alteracbes dando origem a um oncogene, que Sao
capazes de produzir diferentes proteinas que causaram a desregulacdo de células
normais. Os oncogenes séo capazes de impedir que a célula morra e que o DNA seja
reparado, levando a célula a se proliferar e dar origem a outras células contendo o
mesmo DNA anormal da célula do cancer inicial, além de terem a capacidade de
invadir outros tecidos, diferentemente de células normais.(20)

Os protooncogenes estdo relacionados com o crescimento, diferenciacdo e
proliferacdo celular normal. Eles sdo capazes de codificar fatores de crescimento,
receptores de membrana e proteinas de ligagdo do DNA. Foram identificados um
grande numero de protooncogenes durante os Ultimos 20 anos, sendo 0s mais
importantes: sis, Hstl, erb-B1, erb-B2, erb-B3, Fms, Ras, Abl, Myc, N-myc, L-myc,
gue tem como mecanismos de agédo a expressao aumentada, amplificacdo, mutacéo
puntiforme, translocacdo e amplificacdo.(5;21)

Os oncogenes necessitam que alguns fatores que desencadeiam alteracfes
genéticas nos protooncogenes para que haja a sua ativacdo. Os fatos de
desencadeamento sdo: a) Translocacdo e invasfes: Os protooncogenes séo
inseridos proximos ou associados a genes que frequentemente foram transcritos,
aumentando a expressdo e/ou producdo de proteinas anormais; b) Dele¢bes:
guando se envolvem com genes supressores do crescimento celular tem uma grande

importancia no desenvolvimento oncogénico; c) Amplificacdo: as amplificacées sao
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capazes de gerar uma expressdo exagerada de proteinas estruturalmente
preservadas; d) Mutacdes puntiformes: sdo responsaveis por causar uma producao
de proteinas estruturais e com suas funcdes vitais anormais; e) Insercdo de DNA
viral: sdo inseridos oncogenes virais no genoma humano.(21)

A interacdo destes oncogenes pode levar a estimulacdo ou inibicdo dos
protooncogenes e antioncogenes. Os oncogenes ndo tem um mecanismo de acao
totalmente esclarecidos, porém sabe-se que eles sdo capazes de inibir que genes
supressores do crescimento celular ou indutores da apoptose tais como o p53 e 0 Rb
codifiqguem proteinas.(21)

Os genes supressores de tumor que se encontram mutados na maioria dos
canceres humanos sao o0s antioncogenes tendo como principais excecfes as
leucemias e os linfomas. Alguns tipos de cancer, especialmente os tumores
embrionarios infantis, tem um ndmero muito pequeno de mutacdes noOs
antioncogenes, o que difere dos sarcomas onde a frequéncia mutacional € bem mais
comum.(22)

Os antioncogenes agem na interacdo com a matriz extracelular produzindo
uma proteina transmembranar que interage com 0s componentes da matriz
extracelular, sinalizando a inibicdo do crescimento por contato entre as células nas
neoplasias. Antioncogenes NF-1 inativam a proteina transdutora do protooncogene
ras que tem como funcao levar ao ndcleo a informacdo de que a célula esta sendo
estimulada por fatores de crescimento ligados aos receptores de membrana. O NF-1
pode ser inativado por mutacdes ou delecbes e o sinal transdutor sera inibido,
gerando assim estimulos continuos para as células entrarem em mitose.(21)

Na regulacdo da transcricdo do DNA os antioncogenes p53 e Rb sdo os
modelos padrbes deste grupo. O Rb foi o primeiro antioncogene a ser descoberto e
ele atua impedindo que a célula saia dos estagios GO/G1 e entre na fase S do ciclo
celular. O gene Rb € inativado quando a célula sofre estimulos mitogénicos
permitindo a progressdo do ciclo proliferativo antes da formacao das células-filhas,
gue volta a sua forma ativa, impedindo que o ciclo continue interminavelmente. Assim
a célula atinge a sua “imortalizacéo”.(21)

Ja o p53 € um dos genes responsaveis pela integridade do genoma. Sua
ativacdo ocorre pelo surgimento de DNA alterado, produzindo uma proteina que
estimula a sintese de outras proteinas, que inibiram a replicagédo celular através de

ligagbes dos antigenos de proliferacdo nuclear e a estimulacdo das enzimas de
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reparo do DNA. Se o reparo ndo ocorrer a célula ndo serd capaz de replicar e é

induzida a apoptose.(21)

3. NEUROBLASTOMA

Tipos de cancer e seu desenvolvimento sdo diferentes em adultos e criancas.
Os céanceres infantis sdo na maior parte resultado de alteracdes no DNA das células
que podem ocorrer desde a fase embrionaria. Canceres infantis ndo estdo ligados
ao estilo de vida ou fatores ambientais de risco.(4)

Sao poucos os tumores que despertam tanto deslumbre e decepcéo para 0s
cientistas como o neuroblastoma, um tumor sélido muito comum em crian¢as e que
causa uma alta mortalidade. Este tumor tem a capacidade de regredir
espontaneamente em criancas mais novas, ou amadurecer a ganglioneuroma
benigno. Em contraponto as criangcas mais velhas tém um elevado estagio da
doenca e até mesmo uma fase metastatica no momento do diagnostico. E os
tratamentos sdo pouco satisfatorios. Contudo estudos nas éareas genéticas e
moleculares desses tecidos tumorais tem evidenciado alguns fatores que explicam

estes comportamentos clinicos diferentes. (6)

3.1 Definicao e fisiopatologia

Para entender como o0 neuroblastoma se comporta devemos saber quais 0s
orgdos que fazem parte do sistema nervoso simpatico. As células principais que
compdem o sistema nervoso séo as células nervosas ou neurdnios que sao capazes
de interagir com outros tipos de células no corpo e liberar certas quantidade de
hormonios. Os 0rgdos que consistem 0 sistema nervoso Sdo o cérebro, medula
espinhal e os nervos que se estedem para todas as areas do corpo. O sistema
nervoso, juntamente com o sistema enddécrino, é responsavel por controlar funcdes

naturais do corpo como a frequéncia cardiaca, respiratéria, pressao arterial, digestao
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e outras funcdes que sdo controladas pelo sistema nervoso autbnomo que € um
sistema independente.(4)

O neuroblastoma € um tumor sdlido extracraniano que se desenvolve a partir
das células nervosas primitivas da crista neuroectodérmica denominadas
neuroblastos. E é decorrente da interrupcdo da diferenciacdo de neuroblastos em
células nervosas dos géanglios autondmicos, dos nervos sensitivos, das células de
Schwann ou qualquer outro tipo celular. O neuroblastoma pode surgir a partir de
qualquer tecido do sistema nervosa simpatico, da cabeca até a pelvis, mais
predominantemente na medula adrenal.(6;7)

Histologicamente, o neuroblastoma mais comum € composto por células
pequenas, de tamanho uniforme, nucleos hipercromaticos e citoplasma escasso.
Que por muitas vezes apresentam caracteristicas de organogénese especificas dos
sitios de origem tumorais. Tumores de neuroblastoma podem ser de dificlil
diferenciacao microscopicas de outros tumores de “pequenas células redondas
azuis.(5;6)

O comportamento que o neuroblastoma pode desenvolver é indefinido, pois,
em alguns casos eles crescem e se espalham rapidamente, enquanto em outros
crescem lentamente. E em criangcas muito jovens, as células cancerosas podem
morrer sem qualquer causa, desaparecendo com o tumor por conta propria.(4)

Para classificar os estdgios do neuroblastoma, foi criado um sistema
internacional de estadiamento que € o mais usado em todo o mundo e esta detalhado
a sequir :

a) Estdgio 1: Tumor localizado, com complexa excisdo
macroscépica, com ou sem doencas microscopica residual.
Linfonodos ipsilaterais representativos ndo-aderentes, negativos
para tumor (nodos aderentes ao tumor primario devem ser
positivos para tumor). b) Estagio 2A: Tumor localizado, com
resseccdo macroscopica incompleta. Linfonodos representativos
ipsilaterais nao-aderentes, microscopicamente negativos para
tumor. c¢) Estagio 2B: Tumor localizado, com ou sem excisdo
macroscopica completa, linfonodos ipsilaterais nao-aderentes
positivos para tumor. Linfonodos contra-laterias aumentados, que
séo microscopicamente negativos para tumor. d) Estagio 3: Tumor
unilateral ndo-ressectavel, infiltrando-se através da linha média,
com ou sem envolvimento dos linfonodos regionais; ou tumor
unilateral localizado, com envolvimento dos linfonodos regionais
contralaterais. e) Estagio 4: Qualquer tumor primério com
disseminagédo para distantes linfonodos, 0ssos, medula 0Ossea,
figado, pele e/ou outros orgdos (exceto como € definido no
estagio 4s). f) Estagios 4S: (“s” = especial): Tumor primario
localizado (como definidos nos estagios 1,2A, ou 2B), com
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disseminacdo limitada a pele, figado e/ou medula dssea. O
estagio 4S é limitados a lactentes com menos de 1 ano.(5)

Na maioria dos casos, infelizmente, as criangas apresentam o0s estdgios 3 ou
4 no neuroblastoma. E em poucos casos nos estagios 1,2A, 2B ou 4S. Este sistema é

de suma importancia na determinacao do prognastico.(5)

3.2 Causas

As causas de neuroblastomas ndo sdo completamente conhecidas, assim
como a maioria dos tipos de cancer. O que se sabe até entdo é que, existem
diferencas muito importantes entre as células de neuroblastoma e os neuroblastos
normais. Ambas as células nervosas e das glandulas supra-renais se desenvolvem a
partir de neuroblastos (forma primitiva de células nervosas). O neuroblastoma se
desenvolve a partir do momento que neuroblastos fetais ndo se tornam células
nervosas ou células maduras da medula adrenal, e continuam a crescer e se
dividirem.(4)

Alguns neuroblastos podem ndo ter amadurecido completamente até o
momento do nascimento e se aglomerarem nas glandulas supra-reais de algumas
criancas menores de 3 meses de idade. Mas, a maioria destes neuroblastos,
amadurecem em células nervosas ou simplesmente morrem e nao se tornam
neuroblastomas. As vezes, os neuroblastos continuam a crescer e formarem
tumores, que podem até se espalhar para outros érgdos do corpo, porém isso sO
acontece em criangas muito jovens. Muitos destes tumores continuaram crescendo e
se espalharédo ou simplesmente irdo desaparecer. Sdo descritos ainda membros de
uma mesma familia com neuroblastoma, ou que tenham uma excrecao urindria
aumentada de catecolaminas.(4)

O ndo amadurecimento dos neuroblastos € devido ao DNA anormal presente
no interior da célula. Sabemos que o DNA é adquirido através de nossos pais e que
podem influenciar no risco de desenvolvimento de algumas doencas, tais como
alguns canceres. Em sua maioria as células de neuroblastoma tem algum tipo de
alteracdo cromossO6mica que provavelmente afetam certos genes, que ndo séo

completamente determinados pelos cientistas.(4)
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3.3 Incidéncia (faixa etéria atingida)

O neuroblastoma € um tumor sélido extracraniano, sendo o segundo tumor
maligno sélido mais comum na infancia depois dos tumores cerebrais, sendo
responsavel por cerca de 7% a 10% de todas as neoplasias infantis e por
aproximadamente 50% dos casos de malignidade diagnosticadas na infancia. E ha
um discreto predominio na ocorréncia de neuroblastoma em criancas do sexo
masculino sobre o feminino.(5;23)

O diagnadstico acontece em média até os 22 meses de idade. Sendo que uma
maior incidéncia de diagndsticos acontece na primeira infancia. De forma isolada o
neuroblastoma € responsavel por aproximadamente 15% das mortes por canceres
na infancia.(5)

No neuroblastoma ndo ha fatores ambientais conhecidos que possam
aumentar a chance do aparecimento do neuroblastoma. Ja que € o tipo de cancer
mais comum em criancas muito jovens, e bastante raro em criancas com idade
superior a 10 anos. Cerca de 2% de todos o0s neuroblastomas podem ter sido
herdados, e com isso aumentado as chances de desenvolvimento do neuroblastoma.

Mas a maior parte dos neuroblastomas nédo parece ser herdado.(4)

3.4 Sintomas, diagndéstico e tratamento

Os sinais e sintomas do neuroblastoma podem variar extensamente,
dependendo do tamanho e localizagdo do tumor, do grau de disseminagcao para
outras partes do corpo, e com ou sem as células tumorais secretando horménios. Os
sintomas do neuroblastoma podem variar de acordo com a regido afetada e a idade
da crianca. Quando sdo acometidos nas regides cervical e toracica e geralmente em
criangas abaixo de 2 anos, apresentam aumento da circunferéncia ou massa
abdominal, febre e perda de peso. Ja os pacientes com metastases hematogénicas,
0 que ocorre geralmente em criangcas mais velhas, essas podem apresentar dor
Ossea, edema periorbital e equimoses, sintomas respiratorios e queixas

gastrointestinais. Em neonatos os neuroblastomas podem se apresentar de forma
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disseminada, com multiplas metastases cutédneas e coloracdo azul escura da
pele.(4;24)

Em algumas apresentacdes clinicas incomuns podem ocorrer, 0 que incluem,
hidropisia fetal e diarreia crénica devido a secrecdo tumoral. A hipertensao,
geralmente ndo acentuada, mas é vista em até 50% dos casos. Alguns casos
apresentam sinais que associam a producdo exacerbada de catecolaminas com
taquicardia, cefaleia e flush cutaneos.(5;6;25)

Aproximadamente 90% dos neuroblastomas, produzem cotecolaminas,
independentemente da localizacdo, o que representa uma importante caracteristica
no diagndstico. Os niveis elevados de &cido vanilmandélico, acido homovanilico,
diidroxifenilalanina, dopamina e norepinefrina na urina, auxiliam também no
diagnéstico de neuroblastoma.(5;26)

Outros exames laboratoriais que auxiliam no diagnéstico do neuroblastoma
sdo hemograma completo, EAS, teste de funcao hepética e renal, ferritina sérica e
VHS. Os exames de imagem como 0 raios-X, campos magnéticos, ondas sonoras,
ou substancias radioativas séo utilizados para criar imagens do interior do corpo e
para ajudar a descobrir se uma area suspeita pode ser cancerigena, o quao longe o
cancer se espalhou ou pode se espalhar, e para ajudar a determinar a eficacia do
tratamento. A cirurgia também pode ser utilizada para diagnosticar o neuroblastoma
além de trata-lo. De todos os fatores que levam a suspeita de um neuroblastoma,
somente a bidépsia pode apresentar certeza ao diagndstico.(4;26)

A grande maioria das crian¢as apresentam um estagio avancado no momento
do diagnéstico com um progndstico extremamente pobre, com o qual ndo se tem
alterado com o surgimento de novos métodos combinados de tratamento do cancer.
A idade e o estagio sdo os mais importantes dados para o progndéstico do
neuroblastoma. Os lactentes menores de 1 ano tem um excelente progndstico,
independente do estagio da neoplasia.(5)

Criancas entre 1 e 5 anos tem um prognéstico intermediario para os tumores
de baixo estagio, embora os que tenham a doenca em estagio avangado tenham
uma taixa de sobrevida menor que 5%, e que independe de outros fatores
prognoésticos. As criangcas maiores que 5 anos tem um prognostico bastante
desfavoraveis independente do estagio da neoplasia.(5;26)

O tratamento do neuroblastoma, consiste, basicamente na remoc¢ao cirargica

completa, com o uso de combina¢gdes quimioterapicas agressivas e associadas a
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radioterapia. Métodos recentes foram acrescentados ao tratamento, que incluem, a
utilizacdo de meta-iodo-benzil-guanidina, imunoterapia, agentes estimuladores de
diferenciacdo celular, desferoxamina e os transplantes de medula Ossea. O
tratamento devera ser programado de acordo com cada prognostico.(27)

Segundo o Grupo de Oncologia Infantii (GOC), o tratamento para o
neuroblastoma se baseia em um esquema de acordo com o grupo de risco. Os
pacientes que sdo classificados como baixo risco, tem como principal tratamento a
cirurgia. Apenas 20% destes necessitardo de tratamento quimioterapico associado.
Os pacientes com risco intermediério incluem ao tratamento a quimioterapia com a
retirada do tumor quando possivel. Quando os tumores sdo irressecaveis a
radioterapia é acrescida ao tratamento logo apds a quimioterapia.(28;29;30;31)

Para os pacientes de alto risco o tratamento de maior eficacia é o multi-
modalidade, que inclui, quimioterapia intensiva com combinacdo de agentes,
seguida de resseccao cirdrgica, e doses maiores de quimioterapia. Posteriormente
se faz o transplante autélogo de medula éssea. Porém, a maioria dos pacientes se
encontram no momento do diagndstico com metastases o0 que compromete o
transplante autdlogo de medula 6ssea. Em casos como este se usa o lodo- 131-
metaiodobenzilguanidina que deve ser usado nas areas identificadas para a
irradiacdo. Posteriormente, se necessario, realiza-se a radioterapia individualizada e

acido 13 cis-retindico.(32;33)

4. p53

Um dos genes relacionados ao cancer e mais importantes € o gene p53, no
qual mutacdo ou inativacbes podem comprometer ou ndo o surgimento do cancer,
por causar um aumento na quantidade de células com instabilidade genética. O p53
produz uma fosfoproteina nuclear sintetizada pela propria célula, que esta localizado
no braco curto do cromossomo 17 (17p13).(34)

O gene p53 é considerado um gene supressor de tumores. Ele se encontra
muito afetado por mutacdes pontuais, dele¢cdes ou rearranjos, que contribuem na

origem e/ou progressao da maioria de tumores solidos adultos.(35)
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4.1 Historico e funcao

Considerado como o “guardido do genoma”, o gene p53, € dentre todos 0s
genes ja conhecidos nos processos de carcinogénese, o de maior importancia. Ele
se destaca por sua mutacdo ou inativacdo acarretando no surgimento do cancer.
Que pode levar a um aumento do numero celular com uma maior instabilidade
genética. O que se sabe é que o gene p53, "ndo é um oncogene, nem um
antioncogene, e pode ser uma mistura de ambos, mas, certamente, € uma molécula
de busca incessante a manutencéo da integridade do genoma".(9;36;37)

Mapeado no brago curto do cromossomo 17, regidao pl3.1, o gene p53
codifica uma proteina nuclear de 53 kD, descrita em células transformadas pelo
virus SV40, nas quais se associavam ao antigeno T. Porém o p53 também é alvo de
outros virus, como o E1B, HPV16 e HPV18. Este gene possui 20Kb e é composto
por 11 éxons, sendo que o primeiro ndo é codificante e altamente conservado. E
apresenta homologia estrutura entre as diferentes espécies. E as regides situadas
entre os exons 5 e 9 sdo denominadas de “hotspots” de mutac&o.(38;39;40;41)

O gene p53 codifica uma proteina que também é chamada de proteina p53.
Esse gene desempenha diversas fungdes essenciais para garantir o controle do
ciclo celular, sendo que sua principal funcao esta relacionada a preservacdo da
integridade do codigo genético em cada célula, além de seu papel central na
carcinogénese. Ele atua como um sensor de danos no DNA e auxilia o sistema de
reparo. Utiliza momentos de checkpoints (pontos de controle) para parar o ciclo
celular ou induzir a apoptose, prevenindo que ocorra a proliferacéo de células com o
DNA mutado.(10;42)

A p53 faz uma verificacdo durante o ciclo de divisdo celular analisando se ha
uma eventual ocorréncia de mutagcées na sequéncia do genoma, decorrentes de
uma replicacdo defeituosa do DNA. A p53 através de uma cascata de reacoes,
impede que a célula entre em processo de mitose e complete sua divisdo celular em
caso de lesBes por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos. Fazendo assim com que
ocorra dois mecanismos, o de correcdo da mutacao através da ativacdo da proteina
de reparo ou a inducao a apoptose. (8;11)

Em relagcé@o as neoplasias, o p53 impede a transformacdo neoplasica atraves

de trés complicados mecanismos, recebendo diferentes respostas dependendo da
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extensdo da mutacdo, que vai desde a interrupcdo do ciclo celular, até a correcao
da mutacdo através da ativacdo das proteinas de reparo, ou ainda, o
envelhecimento ou apoptose celular.(8)

O funcao da proteina ficara comprometida quando uma célula apresentar um
alelo do gene p53 normal, mutado ou inativado, acarretando na n&o parada do ciclo
celular necesséria para o reparo do DNA. A forma ativa da proteina p53 tem vida
média muito curta, em torno de 6 minutos, devido a sua degradacdo rapida.
Tornando extremamente dificil a sua deteccéo. As formas mutadas ou inativadas, ao
contrario, tendem a se acumular no nacleo das células, podendo ser facilmente
detectadas por métodos imunolégicos.(13)

As células geneticamente instaveis geralmente acumulam mutacfes e
rearranjos cromossémicos adicionais, que as levam a uma répida proliferacdo das
células clonais com DNA mutado acarretando transformacdes neoplasicas.  Sabe-
se que a maioria das mutacfes neste gene envolvem a mudanca de uma Unica
base, que produz uma proteina de semi-vida longa e de forma anormal. Porém, a
maior parte dos tumores apresentam anormalidades em ambos os alelos, e em

alguns tumores ocorre a completa delecdo de ambos os alelos.(22;8)

4.2 Mecanismos de acéo e producédo de substancias

O ciclo celular é composto de uma sequéncia de fases ordenadas
denominadas de, GO, G1, S, G2 e M. Quando as células estdo em repouso, ou seja,
sem quaisquer estimulo para iniciar a divisdo celular estas células estdo na fase GO.
Na fase G1, as células sao estimuladas a multiplicarem e ativar os genes da quinase
dependentes de ciclina, que vao estimular a progressdo do ciclo celular a se
dividirem e gerarem as células filhas.(37;43)

A ciclina ativara proteinas de regulacdo do gene (E2F), que acarretara na
transcricdo dos genes que sao responsaveis pela traducdo de proteinas que
conduzirdo as células para a fase S, denominada fase de sintese, que é a producao
de uma nova molécula de DNA idéntica. O ciclo entédo progride para a fase G2, onde

nao ha sintese de DNA e proteinas para iniciar a nova fase de divisao celular ou



19

fase M. Na fase mitose ou fase M ocorre a propria divisdo celular, formando duas
células filhas idénticas a original.(44,45)

A proteina p53 atua no controle do ciclo celular, e se integra ao grupo de
genes inibidores de quinase dependentes de ciclina, cuja funcdo principal é a
inibicdo de CDKs levando a parada do ciclo celular. Danos no DNA desencadeiam
caminhos sinalizados que garantem que p53 se acumule no nucleo das células,
assim, o reparo acontece abrangendo uma maior extensdo. Como consequéncia o
acumulo de proteina p53 selvagem no nucleo, atua em alvos especificos na parada
do ciclo mitotico na fase G1 e ativam a transcricdo de genes para reparacdo do DNA
impedindo que o erro se propague para as células filhas.(8;13;46)

A proteina p53 também contribui na reparacdo do DNA através da ativacdo de
proteinas que atuam diretamente na restauracdo da conformacdo da molécula de
DNA. Se as proteinas de reparacdo nao conseguirem reparar o0 DNA mutado a
proteina p53 dispara o0 mecanismo de apoptose. Tem sido amplamente comprovado
a relacdo entre a proteina p53 e a carcinogénese devido ao elevado indice de
mutacfes deste gene em tumores malignos de diferentes tecidos do
organismo.(8;13;47)

A proteina p53 perde sua funcdo em decorréncia de alguns fatores, sejam
eles, por alteracBes genéticas, interacdes da proteina p53 com proteinas virais, ou
interacdo da proteina p53 com outras proteinas reguladoras do ciclo celular. As
alteracdes genéticas podem se apresentar com mutacdes pontuais (troca de
nucleotideos), que é o tipo de mutacdo mais encontrado nas neoplasias que
ocorrem entre 0s codons 120 e 290, situados entre os éxons 5 e 9, que resultam em
uma proteina ndo funcional. E as dele¢cdes génicas ou non sense de um ou dois
alelos do gene p53 que pode levar a transcricdo de uma proteina incompleta e néo
funcional, e insercédo de nucleotideos na cadeia de DNA. (13;48)

Mutacbes no gene p53 pontuais ou nao, alteram de forma bastante
significativa a proteina p53, resultando na incapacidade de efetuar a parada do ciclo
celular ou disparar o0 mecanismo de apoptose. Além disto as formas mutadas da
proteina apresentam capacidade de interacdo com proteinas selvagens, impedindo
a cessacgao do tumor, fato conhecido como “efeito dominante negativo”, pois a
mutac&do de um dos alelos do gene p53 produz aparentemente um efeito dominante

sobre alelos normais restantes.(36;48;34)
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5. A PROTEINA p53

A proteina p53 é composta por 393 aminoacidos em sua extensdo, e
apresenta quatro regibes com func¢des distintas, chamas de dominio da proteina. O
primeiro dominio chamado de transativacéo, esta localizado na extremidade amino-
terminal (N-terminal) e esta compreendido entre os aminoacidos 28 e 42 que é
responsavel por regular a expressao do gene que atuam na parada do ciclo celular e
na direcéo da apoptose.(8;49)

Existem quarto dominios de ligacdo ao DNA entre os aminoacidos 102 e 292,
na regiao central, que tornam possivel a ligacdo de p53 em sitios especificos do
DNA. Na extremidade carboxi-terminal (C-terminal), ha dois dominios, o dominio de
tetramerizacdo, que se encontra entre os aminoacidos 319 a 360, responsavel pela
formacdo de tetrdmeros de p53, que € a forma mais ativa (selvagem) em
transativacdo conhecido como o processo pelo qual se estimula uma célula
hospedeira a replicar os componentes genéticos de um virus.(8;49)

E o dominio regulatério, que se encontra entre os aminoacidos 364 a 393,
cuja funcdo € ligar-se ao dominio central de ligacdo ao DNA, que impedira a
interacdo destas regibes com promotores de genes que s&o relacionados com a
supressdo e morte celular programada.(8;49)

A ativacdo por fosforilacdo na extremidade N-terminal, impede que a p53 se
ligue ao DNA de maneira especifica, que é causada pela ligacdo da extremidade C-
terminal com o dominio central, mais este bloqueio de dominio pode ser revertido. A
proteina p53 pode se ligar de maneira especifica ao DNA, agindo assim como um
fator de transcricdo. Existem controvérsias sobre a ativacdo da proteina por
fosforilacdo ou acetilagdo, mas a modificagdo de p53 acarreta na atuacéo como fator
de transcricdo através da ligacdo em sequéncias especificas, que irdo promover a

transativacdo de genes alvos.(8;38)

5.1 Neuroblastoma e p53: relacao
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A presencga difundida de p53 mutado é encontrado na maioria dos tumores
malignos humanos, e muitos tumores se desenvolvem na auséncia de p53 devido a
perda de outros genes supressores de tumor. Raramente sdo encontrados mutagfes
do gene supressor de tumor p53 em células de neuroblastoma.(12;14)

O gene p53 se encontra raramente mutado em tumores de neuroblastoma,
mais a proteina pode se acumular no citoplasma. O p53 pode mediar os efeitos
citotoxicos de agente quimioterapéuticos, que sao importantes na determinacédo do
acumulo de proteina p53 no citoplasma que prejudica a funcéo da p53.(50)

Sabe-se que os niveis de proteina p53 nas células, aumentam em resultado
aos danos no DNA, ja que esta proteina participa do controle do ciclo celular e
possivelmente da diferenciacédo. Acredita-se que a inativacdo de p53 contribui para a
tumorigénese em muitos aspectos e que a sensibilidade as terapias
radioquimioterapicas em certos tumores pode ser afetado pela perda da funcédo de
p53.(51;52;53)

O neuroblastoma € a neoplasia maligna sélida extracraniana mais comum na
infancia, e € um tumor frequentemente incuravel em criangas acima de um ano.
Alguns estudos demonstram a auséncia de mutac¢des do gene p53, tanto em células
de tumor de neuroblastoma derivadas de tumores avangados quanto em tumores
primérios. Estudos revelaram que a baixa incidéncia de mutacfes do gene p53 nos
leva a crer que este gene desempenha um papel menor no desenvolvimento de
neoplasias pediatricas.(35;54;55;56)

Como ja foi descrito, 0 p53 tem a capacidade de induzir a apoptose, mais a
sua inativacao pode resultar em aumento da sobrevida das células, permitindo assim
qgue as células mutadas produzam outras células com o fenétipo transformado e se
acumulem. Uma das alteracbes genéticas comuns no neuroblastoma € a perda de
heterozigosidade.(57;58)

A perda de heterozigosidade (LOH) é um fato biolégico resultante de
variacfes genéticas e/ou ambientais como a instabilidades genémicas, que incluem
a nado disjuncdo mitdtica e recombinacéo, perda cromossomal, mutacdes e delecdes
do DNA, translocacéo e conversao génica. Analises de LOH nos permitem identificar
mudancas na dosagem de um alelo heterozigoto em relagéo a outro alelo.(59;60)

Se estas alteragcdes acontecem em um gene supressor de tumor e o alelo
excedente sofre mutagéo, silenciamento genético ou delecdo, essa mudanca levara

a célula a condicado de hemizigose, que € quando ha um alelo que causa doencas
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genética (deletério) ou que reduz a taxa de reproducdo e um alelo deletado, ou
homozigose para o alelo deletério.(60)

A principal consequéncia desta mudanca é a inativacao da funcéo supressora
de tumor, que contribuird para o desenvolvimento de cancer e metastase. Se for
possivel identificar as regides de LOH, o entendimento dos mecanismos de
formagdo dos tumores sera aumentado facilitando o desenvolvimento de
marcadores de progndsticos genéticos e de medidas terapéuticas.(60;61)

Uma caracteristica bastante notada na maioria dos estudos sobre as
alteracdes do gene p53 em neuroblastomas € que em aproximadamente 2% dos
casos este gene aparece mutado no momento do diagndstico e apenas 15% nos
tumores de neuroblastoma na recidiva. Os dados sobre a via de sinalizacdo de p53

em células de neuroblastoma ainda €é conflitante.(62)

6. CONSIDERACOES FINAIS

Como podemos perceber a relacdo do gene p53 com o neuroblastoma ainda
€ bastante obscura e confusa, e enquanto que em outras neoplasias a relacédo do
gene p53 e a carcinogénese é relativamente clara. No neuroblastoma, esta relacéo
ainda é sujeita a muitas discussoes.

O p53 possui um papel bem estabelecido nas células, como um gene
supressor de tumor, que produz uma proteina que impede que células
geneticamente defeituosas se dividam, induzindo a corre¢cbes e/ou apoptose.
Entretanto, apesar da etiopatogenia, direta ou indireta, praticamente todas as
neoplasias humanas envolvem mutacdes no proprio gene p53, porém este ainda
parece ser um papel obscuro no desenvolvimento do neuroblastoma.(8)

Pesquisadores australianos e estadunidenses descobriram recentemente uma
possivel explicacdo para a auséncia de mutacfes do gene p53 na maioria dos
tumores de neuroblastomas. Suas descobertas indicam que o neuroblastoma possa
desativar o gene p53 através de um mecanismo de superproducdo de uma
determinada proteina, levando as células cancerosas a morrerem e o tumor
regredirem. Porém isto envolve a interacdo de outras proteinas e nao

exclusivamente do gene p53.(63)
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Esclarecer os mecanismos de acdo do gene p53 e sua relacdo com o
neuroblastoma € de fundamental importancia para aprimorar as estratégias de

diagndstico, prognadstico e terapéutica do mesmo.

ABSTRACT

INFLUENCE OF P53 GENE ON NEUROBLASTOMA

Neuroblastoma is an extracranial, solid tumor originated in the sympathetic
nervous system cells. Neuroblastoma curiously can regress spontaneously or mature
into benign ganglioneurome. However it is a tumor with the worst prognosis at the
time of diagnosis. As the p53 is considered a "genome guardian”, it produces a
protein that prevents cells to undergo changes in their DNA. Although even if the
liability paper is well established in relation at the cells this gene still having an
obscure part in the neuroblastoma.

The development of this article aims to describe the p53 gene and his
function, to evidence the link of the p53 gene in human carcinogenesis, the general
aspects of neuroblastoma and analyze the relation about how often occur the
mutations in neuroblastomas. This will allow a better understanding and commitment
in research about neuroblastoma and the influence of the p53 gene, as this type of

cancer has a rather curious clinical behavior when compared to others.

Kewords: Carcinogenesis. Cancer. P53 gene. Neuroblastoma. P53 protein.
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