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c-myc E p53 NO CARCINOMA
HEPATOCELULAR E NO TECIDO
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RESUMO - Racional - A hepatocarcinogénese ¢ um processo no qual as alteragdes genéticas e epigenéticas sao bem conhecidas em modelos
animais, mas carece de estudos no homem. Objetivos - Analisar a freqiiéncia das oncoproteinas p21™, c-myc e p53 no carcinoma hepatocelular
e no figado ndo-neoplasico. Verificar ainda a associac@o destas oncoproteinas com os padrdes e graus histologicos, assim como com as
infecgdes pelos virus das hepatites B ¢ C. Métodos - Foi analisada por método imunoistoquimico a detec¢do das oncoproteinas p21™,
c-myc e p53 em 47 casos de carcinoma hepatocelular e no tecido nao-neoplasico circunjacente ao tumor (40 casos). Resultados - As
oncoproteinas p21™, c-myc e p53 foram detectadas, respectivamente, em 44,7%, 53,2% e 36,2% dos casos de carcinoma hepatocelular. A
imunorreatividade do p21™ e c-myc mostrou uma associagao significativa. Contudo, ndo houve associagdo significativa entre a detecgao
do p21™, c-myc e p53 com os diferentes graus e padrdes histologicos, nem tampouco com as infecgdes pelos virus das hepatites B e C. A
mesma associagao significativa entre o p21™ e c-myc foi encontrada no tecido ndo-neoplasico dos casos de cirrose em relagdo aos que nao
apresentaram cirrose, enquanto que o p53 foi negativo em todos os casos. Conclusées - A imunorreatividade das oncoproteinas p21™, c-
myc e p53 corrobora evidéncias prévias de sua detecg¢do no carcinoma hepatocelular, o que sugere poder haver participacao destas proteinas
na hepatocarcinogénese humana. A significativa associagao entre as proteinas p21™, c-myc e p53 no carcinoma hepatocelular e na cirrose
pode apontar uma interagdo entre as mesmas, sobretudo na hepatocarcinogénese pela via da cirrose.

DESCRITORES — Carcinoma hepatocelular. Figado, patologia. Imunoistoquimica. Proteinas de oncogene. Proteina p53. Proteina p21(ras)
de oncogene.

INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC) esta entre as neoplasias
mais freqiientes. Estima-se que 1.000.000 de novos casos surjam
a cada ano no mundo®. Sua freqiiéncia varia em diferentes
regides, mostrando-se endémico na Asia e em algumas areas
do continente africano, onde fatores risco como a infeccao pelo
virus da hepatite B (VHB) e a aflatoxina B1 estao sabidamente
implicados. Contudo, além da variag@o na distribui¢do mundial
decorrente de diferentes fatores de risco, a variagdo quanto
a prevaléncia dos padrdes macro e microscopicos também ¢
encontrada, indicando que possivelmente o CHC seja uma neoplasia
cujos mecanismos envolvidos possam diferir mundialmente. A
carcinogénese hepatica ¢ um complexo processo que passa por
acumulos de alteragdes genéticas e epigenéticas bem conhecidas
em modelos experimentais. A ativagdo dos oncogenes myc, ras, raf,
fos e jun tem sido demonstrada na hepatocarcinogénese quimica
em roedores e em linhagem de células do hepatoma. Todavia, ha
pouca evidéncia da sua participagdo no CHC humano®*-2¢32_ QO

papel do p53 tem sido mais bem documentado? 51439 tendo
como prototipo a mutagdo G-T na terceira base do codon 249,
em decorréncia dos metabolitos liberados pela contaminagio
dos alimentos pela aflatoxina B1?Y.

Na procura de maior conhecimento sobre a hepatocarcinogénese
humana em nosso meio, estudou-se a expressao imunoistoquimica
das oncoproteinas p-21, c-myc ¢ p53 no CHC e no tecido
circunjacente nao-tumoral, com os objetivos de analisar a sua
freqiiéncia e de verificar a associagdo destas oncoproteinas com o
grau de diferenciagao e padrao microscopico do CHC, assim como
com a infeccdo pelos VHB e virus da hepatites C (VHC).

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em 47 casos de CHC provenientes
do servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ. A selegdo dos casos para a inclusdo neste estudo teve
os seguintes critérios: ndo haver duvida quanto ao diagnodstico
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histologico de CHC, haver material disponivel nos blocos em parafina,
de forma que minimizasse o erro de amostragem e haver preservagao
do material tanto quanto ao processamento histologico, quanto a areas
representativas de neoplasia viavel.

Os espécimes foram provenientes de biopsias (27), pegas cirurgicas
(16) e necropsia (4). As informacgdes referentes aos marcadores
para os VHB e VHC (HBsAg, anti-HBs, anti-HCV-ELISA) foram
obtidas dos prontudrios dos pacientes. Na analise dos preparados
histologicos foram empregadas as seguintes técnicas: hematoxilina-
eosina, acido periddico de Schiff, tricromico de Masson e reticulina
de Gomori. O tecido hepatico ndo-neoplasico circunjacente ao tumor,
foi representativo em 40 casos. Os CHC foram classificados segundo a
OMS, quanto aos padrdes histologicos”. Quando mais de um padrio
estava presente, foram classificados como misto. Os graus histologicos
foram agrupados como CHC bem diferenciados (graus I e IT) e CHC
pouco diferenciados (graus III e IV).

A pesquisa imunoistoquimica foi realizada no Laboratorio de
Imunoistoquimica do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, empregando-se
os anticorpos (Ac) monoclonais: anti-p21™ clone NCC-ras-001, soro de
camundongo que reconhece o epitopo carboxi terminal da proteina p21™
entre os aminoacidos 126-140 (Dako A/S DKk), na diluigdo de 1:100; anti-
c-myc clone 9E11, soro de camundongo contra peptidio sintético, cuja
seqiiéncia representa os residuos dos aminoacidos 408-420 (Novocastra
Laboratories Ltd, Inglaterra), na dilui¢ao de 1:100; e anti-p53, clone DO7,
soro de camundongo na dilui¢do de 1:50 (Dako A/S Dk). Os cortes foram
desparafinados e posteriormente hidratados. A recuperagdo antigénica
ocorreu em solugio de acido citrico 0,01M, pH 6.0, em duas incubagdes
por 9 min, em forno de microondas. A atividade da peroxidase endogena
foi bloqueada em solugao de perdxido de hidrogénio, a 6% em etanol, em
dois banhos de 5 min. Os cortes foram incubados com os Ac primarios em
camara umida a 4°C por 18 h. Seguiu-se a incubag@o do Ac secundario,
conjugado com biotina, IgG de cavalo anti-camundongo ou IgG de
suino anti-coelho, de acordo com o Ac primario utilizado, em camara
umida, a 37°C por 30 min. Entre as incubagdes foram feitas lavagens em
tampao PBS, pH7.4. A reagéo foi detectada através da incubagido com o
sistema estreptoavidina-biotina-peroxidase (Strep AB complex/HRP, duet
mouse/rabbit Dako S/A Dinamarca) na diluigdo de 1:500. A revelagao
deu-se com o substrato cromogeno (DAB 60 mg% em PBS + 2 mL de
perdxido de hidrogénio a 10%), por 5 min a 37°C.

A freqiiéncia e a associagao entre as diferentes variaveis estudadas
foram analisadas através do teste chi quadrado (x*), sendo definido
como limite de significancia o valor de P <0,05.

RESULTADOS

A pesquisa do HBsAg ocorreu em 39 pacientes com CHC, sendo
que 5 casos foram positivos, enquanto o anti-HBs foi pesquisado em
19 pacientes, com positividade em 6. O anti-HCV foi investigado em
37 pacientes e positivo em 15, sem evidéncias de co-infecgdo pelo
VHB. Trés pacientes apresentaram positividade para o anti-HBs e
para o anti-HCV. Em 16 pacientes ndo havia quaisquer marcadores de
infecgo para os virus B ou C.

O padrao histologico do CHC mais freqiiente foi o trabecular (22
casos), seguindo-se o misto (18 casos) e o compacto (7 casos). Quanto
ao grau de diferenciacdo histolégica, os CHC bem diferenciados
predominaram em relagdo aos pouco diferenciados, 32 e 15 casos,
respectivamente. Nos casos nos quais se dispunha de tecido
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nao-neoplasico havia 24 pacientes com cirrose. Os resultados da
imunorreatividade das oncoproteinas no CHC e no tecido perineopléasico
podem ser observados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

TABELA 1 - Imunorreatividade das oncoproteinas p21™, c-myc e p53 no
carcinoma hepatocelular

p217™+ c-myc+

P53+

Padrio histolégico

Trabecular 10/22 (45,5%) 11/22 (50%) 10/22 (45,4%)
Misto 8/18 (44,4%) 9/18 (50%) 4/18 (22,2%)
Compacto 317 (42,9%) 517 (71,4%) 3/7 (42,8%)

Grau histolégico
Bem diferenciado

13/22 (40,6%)
8/15 (53,3%)

16/32 (50%)
9/15 (60%)

10/32 (34,3%)
7115 (26,6%)

Pouco diferenciado

TABELA 2 - Imunorreatividade das oncoproteinas p21™, c-myc e p53
em figado ndo-tumoral

p2lras+ c-myc+ p53+
26/40 15/40 0/40
Cirrético 19/26 12/15 0
P = 0,0006 P =0,025
Nio-cirrético 7126 3/15 0

O padrao de reatividade da oncoproteina p21™ (Figura 1) e do c-
myc (Figura 2) foi difuso e exclusivamente citoplasmatico, enquanto
que a do p53 foi nuclear (Figura 3). Embora essas proteinas tenham
apresentado uma variagao na positividade entre os diferentes padroes
e tipos histologicos, a mesma nao teve significado estatistico (Tabela
1). Nos pacientes com sorologia positiva para o VHB e o VHC, a
freqliéncia da p21™, c-myc e p53 foi a seguinte: pacientes HBsAg*:
4/5 p21™*,4/5 c-myc* e 1/5 p5S3*; pacientes anti-HBs': 3/6 p21*, 4/6
c-myc*, 4/6 p53*, sendo que destes, um também foi anti-HCV"; pacientes
anti-HCV™': 6/15 p21™=, 8/15 c-myc" e 5/15 p53*. As oncoproteinas
acima também foram positivas nos pacientes com sorologia negativa
para os virus B e C, cuja freqiiéncia variou de 7 para o p21™, 9 para
o c-myc e 6 para o p53.

Ao analisar-se em conjunto a positividade destas proteinas no
CHC observa-se que estes expressaram em 80% (38/47) ao menos uma
oncoproteina, ocorrendo concomitancia de pelo menos duas em 44,6%
(21/47). Encontrou-se, ainda, associagdo estatisticamente significativa
entre a imunodeteccao das proteinas c-myc e a p21™ (P =0,02) e destas
com o padrao trabecular (P = 0,01).
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FIGURA 3 - Reatividade citoplasmdtica para p53

A andlise da imunorreatividade das oncoproteinas p21™ e c-myc no
tecido ndo-tumoral mostra indices significativamente maiores nos figados
cirréticos (Tabela 2). Por outro lado, ndo foi detectada a imunorreatividade
para o p53 em nenhuma amostra de tecido hepatico nao-neoplasico.

DISCUSSAO

A participagdo do oncogene ™ no ciclo celular normal resulta
em divisdo e proliferagdo celulares. Sua forma ativada pode decorrer
da mutacdo de uma unica base ou ainda devido a perda de um
dos alelos™. No figado, sua ativagdo tem sido relatada durante a
regeneracdo hepatica, apos hepatectomia parcial® e no CHC, cuja
expressdo imunoistoquimica varia de 60% a 7,1% 132, Os resultados
do presente estudo (44,7%) estdo compreendidos dentro desta ampla
faixa de variagdo, que pode em parte ser atribuida a diversidade dos
Ac empregados. Adicionalmente, fatores ndo avaliados, como dieta e
exposicao a carcindgenos ambientais, devem ter diferente participagao
nas diversas regides onde estes estudos foram realizados. A positividade
em 4/5 de pacientes HBsAg positivos necessita de posterior avaliagdo em
maior niimero de pacientes. Mesmo que o VHB nao tenha participagio
direta na elevagdo da expressdo do ™ no CHC, a possibilidade deste
gene estar implicado no inicio da transformagao maligna do hepatocito
ndo pode ser descartada. Nao se encontrou associagdo entre a expressao
desta oncoproteina com os demais parametros analisados, ou seja,
padroes e graus histologicos. NONOMURA et al.'¥), ndo encontraram
positividade nas lesdes pouco diferenciadas.
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Estudos mundiais de CHC em diversas regides, incluindo algumas
no Brasil, demonstraram predominio do seu desenvolvimento em
figados cronicamente lesados, parecendo haver dois padroes distintos
de carcinogénese, sejam os figados previamente cirroticos ou nao'?.

Nos resultados do presente estudo, o p21™ no tecido cirrdtico
circunjacente ao tumor (73%) teve diferenga estatisticamente significativa
quando comparada com o tecido ndo-cirrético (P = 0,0006), o que
parece factivel sugerir o seu relevante papel na hepatocarcinogénese
que ocorre através da cirrose.

O possivel envolvimento do c-myc na carcinogénese hepatica
estd restrito a algumas analises e tem sido sugerido, quer pela
associacdo temporal entre a sua elevacdo e proliferagdo celular na
regeneracdo hepatica, quer pelo seu efetivo aumento no CHC®* #
2. Nos 47 casos estudados nesta série, detectou-se a sua presenga
em 25 (53,2%), com localizagdo essencialmente citoplasmatica,
que pdde ser comprovada quando se substituiu, em alguns casos, o
sistema estreptoavidinabiotina-peroxidase pela fosfatase alcalina.
A perda da reatividade nuclear desta proteina pode ser atribuida ao
processamento do material em formol e parafina?. Na presente
analise, houve discreta prevaléncia nas lesdes pouco diferenciadas,
0 que também foi encontrado por outros autores!'”, levando-os,
inclusive, a propor que o c-myc seja indicador de pior prognostico.
Nao se observou diferenca significativa nos diferentes padrdes
histologicos, assim como nos casos VHB e VHC positivos, o que vai
ao encontro dos resultados de outros autores quanto a infecgao pelo
VHB!*2%, Corroborando os referidos resultados, ha a observagio de
PASQUANELLI et al.®?, quanto a integridade estrutural deste gene
em camundongos transgénicos infectados pelo VHB. Todavia, em
relacdo ao VHC, RAY et al.®¥, demonstraram que a proteina core
do VHC regula a transcrigdo do c-myc, tornando possivel, desta
forma, seu envolvimento na desregulagdo do hepatdcito normal e
na hepatocarcinogénese.

A diferenga entre a atividade do c-myc em figados cirroticos e
nao-cirrdticos também foi estatisticamente significativa (P = 0,025).
A presenga desta proteina, nestes casos de regeneragao hepatica, pode
ser decorrente do maior indice mitético encontrado nos hepatdcitos
em regeneragdo ¢ a sua manutengdo parece ter importante papel no
desenvolvimento do CHC.

Diversos estudos tém evidenciado variagdo mundial na freqiiéncia
de detecg@o do p53 em CHC e que a mesma esta relacionada a fatores
geograficos e ambientais. Esta mutag@o chega a 50% em certas regides
da Africa e da China®), enquanto que na Europa nio ultrapassa 20%*
D Neste estudo, a expressdo imunoistoquimica do p53 foi encontrada
em 36,2% dos casos de CHC. Este resultado nos coloca ao lado de paises
onde a expressdo deste gene ¢ considerada intermediaria, como por
exemplo no Japao. No Brasil, os resultados desta série assemelham-se
a0s 33,3% de ALVES et al.®, em Sdo Paulo; entretanto, diferem dos
61,5% de PEREIRA et al.?®, da regido sul. O fato de estes autores
terem utilizado trés diferentes anticorpos talvez justifique a divergéncia
dos resultados acima. Nao se verificou associagdo entre a positividade
dos marcadores sorologicos virais, padrao e graus histologicos com a
detecgdo do p53, embora tenha sido mais freqiiente nas lesdes pouco
diferenciadas. Convém, ainda, atentarmos para a maior freqiiéncia
da imunorreatividade em pacientes HBsAg e anti-HCV negativos. A
realizacdo de um estudo de genética molecular do p53 talvez venha a
contribuir epidemiologicamente, caso esta mutagdo ocorra no cddon
249, pois a mesma poderia ser atribuida a aflatoxina B1.
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A detecgao desta proteina nao foi encontrada no figado circunjacente
ao tumor, o que se assemelha a outros resultados®*3", e permite sugerir
a ocorréncia tardia desta mutagao.

Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que na
hepatocarcinogénese humana pode haver participagao das oncoproteinas
p21™ ,c-myc e p53 e que a freqiiente associacdo do c-myc e da p21™
denota possivel interacdo entre as mesmas. Quanto ao p53, sua

freqiiéncia foi intermedidria, situando-se entre as descritas em paises
de alta e baixa incidéncia para o CHC, enquanto que na cirrose nao
foi detectado, o que sugere sua participagdo, principalmente, nos
estagios tardios da hepatocarcinogénese. Ja, o elevado percentual das
oncoproteinas p21™ e c-myc na cirrose pode apontar para a sua maior
participagdo na carcinogénese hepatocelular pela via da cirrose do que
naquela que ocorre de novo diretamente no figado nao-cirrético.

Pannain VLN, Bottino AC, Santos RTM, Coelho HSM, Ribeiro-Filho J, Alves VAF. Immunohistochemical detection of p21™, c-myc and p53 oncoproteins in
hepatocellular carcinoma and in non-neoplastic liver tissue. Arq Gastroenterol 2004;41(4):225-8.

ABSTRACT - Background - Genetic and epigenetic alterations have been described in animal hepatocarcinogenesis models but need to be studied in human
being. Aims - To assess the immunoreactivity of p21™, c-myc and p53 oncoproteins in hepatocellular carcinoma and non neoplastic tissue. Association of the
immunoreactivity of these markers with histological grades and patterns, hepatitis B and C were additionally studied. Methods - Detection of oncoproteins
p21™, c-myc and p53 was performed immunohistochemically in hepatocellular carcinoma (47 cases) and surrounding non neoplastic liver tissue (40 cases).
Results - Oncoproteins p21™, c-myc and p53 were detected in 44,7%, 53,2% and 36,2% of the hepatocellular carcinoma cases, respectively. The p21™ and
c-myc immunoreactivity has shown a significant association. However there was no association of p21, c-myc and p53 detection with hepatitis B and C virus

infections, histological grades and patterns. The same significant association

between p21™ and c-myc was observed in non-neoplastic tissue with cirrhosis

when compared with tissue without it. The p53 immunoreactivity was negative in all non-neoplastic liver tissue samples. Conclusions - The immunoreactivity
detection of p21, c-myc and p53 corroborates previous evidence of their detection in hepatocellular carcinoma that suggest the participation of these proteins
in human hepatocarcinogenesis. The significant association between p21™ and c-myc oncoproteins in hepatocellular carcinoma and in cirrhosis can point to
an interaction between them mainly, in hepatocarcinogenesis that occurs through cirrhosis.

HEADINGS - Carcinoma, hepatocellular. Liver, pathology. Immunohistochemistry. Oncogene protein. Protein pS3. Oncogene protein p21 (ras).
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