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RESUMO 

Em resposta ao dano ao DNA induzido por irradiação, a ativação dos pontos de verificação do 

ciclo celular resulta na parada do ciclo, permitindo tempo para o reparo do DNA. Este artigo 

analisa o impacto de diferentes metodologias em estudos sobre os efeitos da radiação em 

células tumorais com mutante TP53 no câncer de mama. Um total de 420 artigos foram 

localizados de 1993 a 7 de fevereiro de 2022. Dos 21 trabalhos, um utilizou citometria de fluxo 

e outro imunohistoquímica associada a western blotting. Um artigo apresentou resultados 

inconclusivos quanto a influência do genótipo do TP53 na radiorresistência tumoral porque na 

sua metodologia não houve o confronto estatístico dos subgrupos com e sem mutação. 

Excluindo esses três artigos, 8 utilizaram sequenciamento de DNA como parte de sua 

metodologia e 10 utilizaram apenas imunohistoquímica. Foi encontrada uma grande diferença 

no resultado percentual quanto a capacidade do estudo de evidenciar que a radiorresistência 

tumoral do câncer de mama está relacionada a mutações no gene TP53 entre os trabalhos que 

utilizaram sequenciamento de DNA como parte de sua metodologia e os que utilizaram apenas 

imunohistoquímica, contudo a análise estatística não comprovou esta diferença, embora a 

pequena amostra desta revisão possa ser a responsável pela falta de significância estatística. De 

modo que sugerimos que revisões com maior amostra sejam realizadas para comprovar que a 

imunohistoquímica é muito inferior ao sequenciamento de DNA a ponto de comprometer os 

resultados encontrados em estudos de radiogenômica. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em uma prática geral de radioterapia, o câncer de mama (CM) geralmente compreende 

aproximadamente 25% do total de pacientes tratados [1]. Yan e cols. [2] afirmaram que, em 

resposta ao dano ao DNA induzido pela irradiação gama, a ativação dos checkpoints do ciclo 

celular resulta na parada do ciclo celular, permitindo tempo para o reparo do DNA antes da 

reentrada no ciclo celular. As células humanas contêm pontos de verificação em G1 e G2. 

Embora o checkpoint G1 não seja eficaz na maioria das células cancerígenas, geralmente devido 

a mutações e/ou alterações nos principais reguladores do checkpoint G1 (por exemplo, p53, 

Ciclina D), o checkpoint G2 raramente é prejudicado nas células cancerígenas. A ativação do 

ponto de verificação em G2 envolve a ativação de proteínas ATM (ataxia telangiectasia mutada) 

e ATR (relacionadas a rad3), levando à inibição da quinase CDC2 e subsequente parada do ciclo 

celular em G2/M. Em resposta à irradiação ionizante, os checkpoints do ciclo celular são ativados 

rapidamente, resultando na parada do ciclo, permitindo tempo para reparar os danos ou 

resultando na indução de apoptose para eliminar células desreguladas [2,3]. Fernández-Aroca e 

cols. [4] argumentaram que a presença de uma proteína p53 funcional é um requisito crítico 

para a radiossensibilidade associada ao medicamento Palbociclibe. 

Muitos autores descrevem o gene TP53 como um gene supressor de tumor que tem sido 

chamado de guardião do genoma [5-8]. Shajani-Yi e cols. [9] apud Savli e cols. [10] afirmaram 

que o TP53 é um gene supressor de tumor envolvido no reparo do DNA, metabolismo, parada 

do ciclo celular, apoptose e senescência. Lazzari e cols. [6] afirmaram que o gene está envolvido 

na maquinaria de reparo de danos no DNA após irradiação ionizante e, consequentemente, na 

radiossensibilidade alterada. 

Uma variação da sequência de DNA que afeta apenas um nucleotídeo é classificada como 

um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), e essas variações estão associadas à função 

alterada da p53 e a um risco aumentado de câncer, progressão rápida ou resposta alterada a 

tratamentos [6]. Dahabreh e cols. [11] apud Huszno e cols. [12] relataram que o SNP mais 

frequente é uma variação G/C na segunda posição do códon 72 no exon 4 (SNP72; rs1042522), 

levando a variantes da proteína Arg72 ou Pro72, que desempenham funções em vários tipos de 

câncer. 

Em termos de mutações, alguns autores afirmam que mutações no gene TP53 levam à 

produção de uma proteína não funcional que não é capaz de se ligar efetivamente ao DNA, 

resultando na falha dos mecanismos de reparo do DNA e, posteriormente, na proliferação 

anormal dessas células mutantes, e isso seria consistente com o fato de que as linhagens 

celulares com p53 mutante têm demonstrado historicamente ser mais radiorresistentes do que 

as células com p53 do tipo selvagem [5,6,13]. Portanto, McIlwrath e cols.. [14] apud Schütze e 

cols. [15] observaram que o aumento da agressividade do câncer está associado à perda da 

função da proteína p53 e que a quimio e a radiorresistência já foram correlacionadas com 

proteínas p53 deletadas ou mutadas; assim, a avaliação molecular precisa do status da proteína 

p53 pode ser usada para estratificar os pacientes, que podem responder a terapias adicionais, 

como radioterapia, levando a um melhor prognóstico. 



Muitos autores afirmam que mutações no gene TP53 foram associadas a uma resposta 

diminuída à radioterapia [14,16-18]. Como exemplo, Wu e cols. [20] apud Schon e cols. [8] 

estimaram que as chances de sobrevida livre de câncer para mulheres portadoras da mutação 

TP53 eram 65,2, 33,0 e 2,9% nas idades de 30, 45 e 60 anos, respectivamente. No entanto, uma 

meta-análise produzida por Yang e cols. [21] apud Nguyen e cols. [22] revelaram uma associação 

entre alterações de p53 (superexpressão e mutações) e piora da sobrevida global, mas não 

sobrevida livre de recorrência no câncer de mama. 

Em relação aos métodos de identificação de mutação em p53, a imuno-histoquímica (IHQ) 

é um deles, e utiliza a interação antígeno-anticorpo para localizar tecidos biológicos específicos. 

Há duas formas de se obter a reação antígeno-anticorpo: a IHQ direta e a IHQ indireta. Na IHQ 

direta, um anticorpo marcado reage diretamente com o antígeno tecidual, enquanto na IHQ 

indireta, há a participação de um anticorpo não marcado (reage com o antígeno) e um anticorpo 

marcado (reage com o anticorpo não marcado). A IHQ é uma das metodologias que avaliam o 

acúmulo da proteína p53, que é um indicativo indireto da presença da mutação no gene TP53. 

 

2. METODOLOGIA 

 

O objetivo geral do presente estudo é analisar o impacto de diferentes metodologias em 

estudos sobre os efeitos da radiação em células tumorais com mutante TP53 no câncer de 

mama. 

Como estratégia de busca inicial, os termos utilizados na busca sistemática na base de dados 

PubMed, sem restrição de campos específicos, de artigos a partir de setembro de 2011, foram: 

(TP53 OR p53) AND (mutation OR status) AND (“câncer de mama” OR "tumor de mama") E 

(radiação OR radioterapia). 

A questão a ser respondida com a revisão sistemática narrativa da literatura foi definida 

como: diferentes metodologias em estudos sobre os efeitos da radiação em células tumorais 

com mutante TP53 no câncer de mama podem impactar nos resultados encontrados? 

Como não houve revisão sistemática do tema entre os artigos desse período, que seria 

atualizada caso existisse, todos os artigos publicados na base PubMed foram incluídos sem 

restrição de data. Foram localizados 420 artigos até 7 de fevereiro de 2022, sendo o mais antigo 

do ano de 1993. Os 420 artigos resultantes da busca na base de dados foram avaliados quanto 

ao tema abordado por seus autores, e houve concordância entre os dois pesquisadores em a 

inclusão de 50 artigos por terem um tema relacionado a esta revisão sistemática e a 

concordância entre os dois pesquisadores na não inclusão de 281 artigos por serem de temas 

diferentes. Os 89 artigos de discordância foram discutidos com o orientador, com a inclusão de 

outros 38 artigos e a não inclusão de 51 artigos, totalizando 88 artigos incluídos. 

Na etapa seguinte de avaliação, os 88 artigos foram avaliados quanto aos critérios de 

inclusão e exclusão desta revisão sistemática. Após essa avaliação dos critérios, outros 56 artigos 

foram excluídos. Dos 32 artigos restantes, 11 artigos adicionais foram excluídos por motivos 

alheios aos critérios de inclusão e exclusão, como metodologia. 



Os critérios de inclusão utilizados para selecionar os artigos para a revisão sistemática 

narrativa da literatura foram: os estudos científicos podem ser observacionais ou experimentais, 

desde que haja exposição (radioterapia para o tratamento da doença); estudos que avaliam a 

resposta à radioterapia (pré-operatória, adjuvante ou in vitro) de pacientes submetidos à 

radioterapia para tratamento do câncer de mama; estudos que analisam o genótipo do tumor 

em relação à existência de mutações no gene TP53; e artigos publicados em inglês ou português. 

Os critérios de exclusão utilizados durante a seleção dos artigos para a revisão sistemática 

narrativa da literatura foram: estudos que não especificaram qual mutação foi encontrada nas 

células tumorais dos pacientes; estudos que não especificam a resposta do tumor de 

mama/célula tumoral à radiação; e metodologia do estudo incompatível com os resultados 

encontrados. 

 

3. RESULTADOS 

 

Nos trabalhos incluídos nesta revisão diferentes metodologias de avaliação do status do 

gene TP53 foram utilizadas: sequenciamento de DNA, western blotting, citometria de fluxo e 

imunohistoquímica com diferentes anticorpos (BP53-12-1, E26, DO-1 MoAb, DO7 MoAb, 

PAb1801 e PAb240). 

O sequenciamento de DNA é o padrão-ouro para que seja determinado o genótipo do gene 

confirmando a presença ou não de variantes genéticas de significado incerto, variantes 

provavelmente patogênicas e variantes patogênicas, contudo por se tratar de um método de 

custo mais alto nem sempre é o empregado nos artigos. 

Quanto a técnica de western blotting, a transferência de proteínas ou ácidos nucleicos para 

membranas microporosas é chamada de “blotting” e as proteínas que são resolvidas em géis de 

eletroforese são normalmente transferidas para suportes de membrana adsorvente sob a 

influência de uma corrente elétrica em um procedimento conhecido como western blotting [46].   

Em relação à citometria de fluxo, trata-se de uma tecnologia que fornece análise 

multiparamétrica rápida de células individuais em solução [47]. Os citômetros de fluxo utilizam 

lasers como fontes de luz para produzir sinais de luz dispersos e fluorescentes que são lidos por 

detectores como fotodiodos ou tubos fotomultiplicadores [47]. Esses sinais são convertidos em 

sinais eletrônicos que são analisados por um computador e gravados em um arquivo de dados 

de formato padronizado (.fcs) e as populações celulares podem ser analisadas e/ou purificadas 

com base em suas características fluorescentes ou de dispersão de luz [47]. 

Sobre a imunohistoquímica (IHC), esta uma técnica que explora a ligação específica entre 

um anticorpo e um antígeno para detectar e localizar antígenos específicos em células e tecidos, 

mais comumente detectados e examinados com o microscópio de luz [48]. 

Dos 21 trabalhos, um utilizou citometria de fluxo e outro imunohistoquímica associada a 

western blotting. Um artigo apresentou resultados inconclusivos quanto a influência do 

genótipo do TP53 na radiorresistência tumoral porque na sua metodologia não houve o 

confronto estatístico dos subgrupos com e sem mutação. Excluindo esses três artigos, 8 



utilizaram sequenciamento de DNA como parte de sua metodologia e 10 utilizaram apenas 

imunohistoquímica. Avaliando esses 18 artigos, 50% dos artigos que utilizaram apenas 

imunohistoquímica evidenciaram resultados positivos indicando que a mutação do TP53 

aumenta a radiorresistência tumoral e 87,5% dos artigos que utilizaram sequenciamento de DNA 

como parte de sua metodologia evidenciaram resultados positivos indicando que a mutação do 

TP53 aumenta a radiorresistência tumoral (p=0,152). Apesar da diferença encontrada no 

resultado absoluto, a análise estatística não comprovou esta diferença, embora a pequena 

amostra possa ser a responsável pela falta de significância estatística. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Foi encontrada uma grande diferença no resultado percentual quanto a capacidade do 

estudo de evidenciar que a radiorresistência tumoral do câncer de mama está relacionada a 

mutações no gene TP53 entre os trabalhos que utilizaram sequenciamento de DNA como parte 

de sua metodologia e os que utilizaram apenas imunohistoquímica, contudo a análise estatística 

não comprovou esta diferença, embora a pequena amostra desta revisão possa ser a 

responsável pela falta de significância estatística. De modo que sugerimos que revisões com 

maior amostra sejam realizadas para comprovar que a imunohistoquímica é muito inferior ao 

sequenciamento de DNA a ponto de comprometer os resultados encontrados em estudos de 

radiogenômica. 
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