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RESUMO

Introducdo: o carcinoma hepatocelular (CHC), tumor primario mais comum do figado,
representa a sexta neoplasia maligna mais diagnosticada e a terceira maior causa de morte por
cancer no mundo. Apesar dos avancos terapéuticos, o progndstico ainda permanecesombrio, 0
que reflete a necessidade de se entender melhor os complexos mecanismos envolvidos na
carcinogénese dessa neoplasia. O IGF-1R (Insulin-like Growth Factor-1 Receptor) é um
receptor transmembrana com dominios de tirosina-quinase, que atua, em conjunto com seus
ligantes, no crescimento fisiologico, bem como em processos patolégicos. Na
hepatocarcinogénese, a ativacdo do IGF-1R pode deflagrar cascatas de sinalizacdo
intracelular, que levam a eventos necessarios para a inicia¢do, promogéo e desenvolvimento do
cancer. Evidéncias atuais apontam outra caracteristica do IGF-1R, que o destaca em relacdo a
outros receptores: sua capacidade de se translocar para o nucleo, o que poderia permitir a
modulacéo de eventos de crescimento em um nivel de controle genémico, contribuindo assim
para transformacdo neoplasica. O esclarecimento acerca do papel do IGF-1R no CHC podera
contribuir para melhor entendimento dessa doenca tdo complexa. Objetivo: esse estudo visa
avaliar a expressao nuclear de IGF-1R em amostras de carcinoma hepatocelular submetidos a
transplante hepético ou ressec¢do hepatica parcial, e investigar sua associagdo com parametros
clinicopatologicos e com desfechos clinicos. Metodologia: foi realizada avaliagdo imuno-
histoquimica da expressao nuclear de IGF-1R em amostras provenientes de explantes hepaticos
ou ressecgOes cirurgicas parciais, entre os anos de 2000 a 2020, para o tratamento de CHC no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC- UFMG). Os prontuérios
meédicos dos pacientes foram revisados para coletar dados clinicos e as I[d&minas das amostras
foram revisadas para coletar dados anatomopatolégicos. Resultados: dos pacientes incluidos
no estudo (n=111), as principias etiologias da hepatopatia crénica de base foram o virus da
hepatite C (44,1%), virus da hepatite B (16,2%), etanolica (16,2%) e criptogénica (17,1%). Foi
demostrada expressdo de IGF-1R no nucleo de células tumorais no CHC e no parénquima
cirrético adjacente. Na analise univariada, foi observada uma maior expressao nuclear de IGF-
1R no CHC do que na cirrose (p < 0,001) e em tumores moderadamente/pouco diferenciados
(p < 0,001).Também foi demonstrada uma maior expressao nuclear, na cirrose, em casos de
hepatite B (p = 0,002). No modelo multivariado, foi observada maior expresséo nuclear de IGF-
1R no tumor do que na cirrose (p< 0,001) e maior expressdo nuclear em tumores classificados
como moderadamente/pouco diferenciados (p< 0,001). Entretanto, ndo foi observada
associacdo estatisticamente significativa entre a imunoexpressdo e 0s casos de cirrose
causados pelo HBV (p=0,999). Néo foi observada associacdo entre os desfechos clinicose as
demais varidveis com a expressao nuclear de IGF-1R no tumor ou na area de cirrose (p >
0,05). Discussao: os dados mostram maior expressdo nuclear de IGF-1R no HCC do que no
parénquima cirrotico adjacente, sugerindo que a sua translocagdo possa ser um dos eventos
iniciais na hepatocarcinogénese. Apesar da auséncia de associacdo com desfechos clinicos a
longo prazo, a expressdao do receptor se associa independentemente com o grau de
diferenciacdo, que € um pardmetro histopatologico de mau prognostico. Entretanto, mais
estudos séo necessarios, inclusive para avaliacdo da associagdo com diferentes etiologias, tendo
em vista a heterogeneidade da doenca.

Palavras- chave: IGF-1R, carcinoma hepatocelular, translocagédo nuclear; cirrose hepética.



ABSTRACT

Introduction: hepatocellular carcinoma (HCC), the most common primary tumor of the liver,
ranks as the sixth most commonly diagnosed malignancy and the third leading cause of
cancer deaths in the world. Despite the therapeutic advances, the prognosis remains poor,
which reflects the need to better understand the complex mechanisms involved in the
carcinogenesis of this neoplasm. IGF-1R (Insulin-like Growth Factor-1 Receptor) is a
transmembrane receptor with tyrosine kinase domains, which acts, together with its ligands,
in physiological growth as well as in pathological processes. In hepatocarcinogenesis, IGF-
1R activation can trigger intracellular signaling cascades, which lead to events necessary for
the initiation, promotion and development of cancer. Current evidence points to another
characteristic of IGF-1R, which stands it out among other receptors: its ability to translocate
to the nucleus, which could allow the modulation of growth events at a level of genomic
control, contributingto neoplastic transformation. Clarifying the role of IGF-1R in HCC may
contribute to a better understanding of this complex disease. Objective: this study aims to
evaluate the nuclear expression of IGF-1R in samples of hepatocellular carcinoma submitted
to liver transplantation or partial liver resection, and to investigate its association with
clinicopathological ~ parameters and  clinical ~ outcomes. = Methodology: an
immunohistochemical evaluation of the nuclear expression of IGF-1R was performed in
samples from liver explants or partial surgical resections, between the years 2000 to 2020, for
the treatment of HCC at the Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC-UFMG). Medical records were reviewed to collect clinical data and specimen slides were
reviewed to collect pathological data. Results: of the patients included in the study (n=111),
the main etiologies of the chronic liver disease were hepatitis C virus (44.1%), hepatitis B
virus (16.2%), ethanolic (16.2%) %) and cryptogenic (17.1%). IGF-1R expression was
demonstrated in the nucleus of tumor cells and in the adjacent cirrhotic parenchyma. In
univariate analysis, a higher nuclear expression of IGF-1R was observed in HCC than in
cirrhosis (p < 0.001). and in moderately/poorly differentiated tumors (p < 0.001), a higher
nuclear expression was also demonstrated, in cirrhosis, in cases of hepatitis B (p = 0.002). In
the multivariate model, higher nuclear expression of IGF-1R was observed in the tumor than
in cirrhosis (p<0.001) and higher nuclear expression in tumors classified as moderately/poorly
differentiated (p<0.001). However, no statistically significant association was observed
between the presence of immunoexpression and cases of cirrhosis caused by HBV (p=0.999).
No association was observed between clinical outcomes and other variables with the nuclear
expression of IGF-1R in the tumor or in the area of cirrhosis (p > 0.05). Discussion: data show
greater nuclear expression of IGF-1R in HCC than in adjacent cirrhotic parenchyma,
suggesting that its translocation may be one of the initial events in hepatocarcinogenesis.
Despite the lack of association with long-term clinical outcomes, receptor expression is
independently associated with the degree of differentiation, which is a histopathological
parameter of poor prognosis. However, further studies are needed to further assess the
association with different etiologies, given the heterogeneity of the disease.

Keywords: IGF-1R, hepatocellular carcinoma, nuclear translocation; liver cirrhosis.
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1-INTRODUCAO
1.1- Carcinoma Hepatocelular

Carcinoma hepatocelular (CHC), neoplasia maligna primaria do figado, é composto por
celulas epiteliais cuja diferenciacdo se origina no hepatdcito. As infeccBes pelos virus da
hepatite B (HBV) e C (HCV), causadoras de doencga hepética crbnica, sdo as etiologias
principais, responsaveis por cerca de 85% dos casos, seguidas pelos danos hepaticos causados
pelo alcool e por quadros de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD). Entretanto,
independentemente da etiologia da hepatopatia cronica, a cirrose € o principal fator de risco
para esta neoplasia, cenério no qual o estimulo carcinogénico se da devido ao estresse
oxidativo desencadeado pelos processos de agressao e tentativas de reparo celular (PARADIS;
FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019).

1.2— Aspectos epidemioldgicos

O CHC ¢ a neoplasia maligna priméaria mais comum no figado. Com o avancar da idade, ha
aumento de sua incidéncia e mortalidade. E também, mais comum em pacientes do sexo

masculino, em uma proporcéo de 3:1 (SIEGEL et al., 2022).

No ano de 2020, segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer
priméario do figado, do qual o CHC é responsavel por 75-85% dos casos, € 0 sexto mais
comum, sendo responsavel por 4,7% dos novos casos de cancer no mundo. Além disso,
configura-se como a terceira principal causa de morte relacionada ao cancer em todo o mundo,
correspondendo a 8,3% das mortes por cancer, superando o cancer gastrico (PARADIS;
FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019).

A incidéncia do CHC tem uma grande variacdo geografica, sendo que trés quartos dos novos
casos ocorrem em paises de baixa e média renda, com as maiores taxas de incidéncia
observadas na Africa, China e sudeste da Asia. Essa variacdo geografica esta associada as
diferentes etiologias da doenca hepética crbnica, que leva ao CHC, mais comuns cada
populagdo (PARADIS; FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Incidéncia de carcinomas hepaticos no ano de 2020. Acima: sexo masculino, abaixo:
sexo feminino. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11- Liver-fact-sheet.pdf.

Acesso em 25/07/2022.

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast
2261419(11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8275 743 (42.9%) Colorectum
1931590 (10%)
Prostate
1414259 (7.3%)
Oesophagus Stomach
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases
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Number of deaths in 2020, both sexes, all ages

Lun,
1796 144 (18%)

Other cancers
3557 464 (35.7%)
Colorectum
935 173 (9.4%)
Prostate Liver
375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 deaths
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Figura 2 - Indicadores de incidéncia (a esquerda) e mortalidade (a direita) de cancer hepético
no ano de 2020. A doenca apresenta a sexta maior incidéncia entre todas as neoplasias e é a
quarta maior causa de oObito. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11-Liver-
fact-sheet.pdf. Acesso em 25/07/2022.

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, o carcinoma hepatocelular foi
responsavel por um total de 10.902 6bitos no ano de 2019, sendo 6.317 homens e 4.584
mulheres, indicando um aumento gradativo se comparado aos anos anteriores, 10.551 mortes
em 2018 e 10.201 em 2017 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, acesso em:2022).

1.3— Caracteristicas morfoldgicas e fatores prognésticos relacionados ao CHC.

Os aspectos morfologicos caracteristicos do CHC s&o de tumores bem vascularizados, que por
vezes formam arranjos trabeculares constituidos por trés ou mais camadas de células, atipias
citoldgicas, atividade mitotica, invasdo vascular, rarefacdo de células de Kupffer e perda da
trama reticulinica sustentacular (SHAFIZADEH; KAKAR, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude classifica as variagdes morfolégicas do CHC, em comparacao
com o parénquima hepético maduro normal, em trés grupos. Para essa classificacdo séo
avaliadas as caracteristicas morfologicas nucleares e citoplasmaticas, seguindo os seguintes
critérios:

Grau 1 — Bem diferenciado: o citoplasma varia de abundante a moderado, podendo ser
eosinofilico ou basofilico. As atipias nucleares sdo minimas e leves (Figura 3).

Grau 2 — Moderadamente diferenciados: o citoplasma tem caracteristicas semelhantes ao bem
diferenciado, porém a atipia nuclear € moderada podendo ser identificadas ocasionais células
tumorais multinucleadas (Figura 4).

Grau 3 — Pouco diferenciados: o citoplasma varia de moderado a escasso, geralmente é
basofilico. Observa-se marcado pleomorfismo nuclear, podendo ser identificadas células

gigantes multinucleadas e anaplésicas (Figura 5).
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Figura 3 - Carcinoma hepatocelular bem diferenciado, com caracteristicas que se assemelham
ao parénguima hepético normal (aumento: 200x).

Ve 3, AT NN ('A:'i’u‘: 3 " {
Figura 4 - Carcinoma hepatocelular moderadamente diferenciado, exibindo atipias mais
pronunciadas e ocasionais células multinucleadas (aumento: 200x).
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Figura 5 - Carcinoma hepatocelular pouco diferenciado, apresentando pleomorfismo nuclear
acentuado e citoplasma basofilico e escasso (aumento: 400x).

Carcinomas considerados como indiferenciados primarios do figado, por defini¢do, ndo tém
evidéncias convincentes de diferenciacdo hepatocelular ou biliar, e ndo sdo um grau de CHC
(PARADIS; FUKAYAMA,; SCHIRMACHE, 2019).

Uma outra forma de classificacdo pelo grau de diferenciacdo, que também é usada atualmente
é o sistema de Edmondson e Steiner modificado, onde os tumores sdo divididos em quatro
grupos (EDMONDSON; STEINER, 1954). Entretanto, ha recomendacgBes recentes que
favorecem a utilizacdo de um sistema de classificacdo de apenas trés grupos (BURT et al.,
2018).

Um sistema de classificacdo do CHC rigorosamente definido, facil de usar, reprodutivel e
amplamente adotado ainda precisa ser desenvolvido, entretanto mesmo com as abordagens
heterogéneas, o grau histolégico do tumor mostrou-se como um preditor da sobrevida do
paciente e da sobrevida livre de doenca ap0s resseccao cirlrgica com intencdo curativa em
figados cirréticos, em figados ndo cirréticos, bem como ap06s o transplante hepatico (PARADIS;
FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019; ZHOU et al., 2007; LANG et al., 2007; JONAS et al.,
2001).
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Outro aspecto importante para o prognéstico do CHC ¢ a presenca de invasdo vascular. Em
estudo de Rodriguez-Peréalvarez et al, observou-se, em pacientes portadores de CHC tratados
com transplante hepatico, uma sobrevida livre de doenca trés anos menor naqueles que
apresentaram invasdo vascular identificada. De forma semelhante, pacientes com CHC e
invasdo vascular tratados com ressec¢do hepatica parcial apresentaram uma reducédo de trés a
cinco anos na sobrevida livre de doenca quando comparados a pacientes sem invasao detectavel.
Este dado reforca a importancia da invaséo vascular como critério prognéstico (RODRIGUEZ-
PERALVAREZ et al., 2012).

Além do grau de diferenciacdo e invasdo vascular, existem outros fatores que interferem no
prognostico de pacientes portadores de CHC. Esses podem ser divididos em quatro grupos:
fatores ligados ao tumor (como tamanho e nimero de nddulos); fatores ligados ao parénquima
hepético adjacente ao tumor (presenca ou auséncia de cirrose associada); fatores clinicos do
paciente (niveis séricos de alfa- fetoproteina, marcadores de funcdo hepatica, presenca de
outras comorbidades), e fatores ligados ao tratamento (TANDON et al., 2009).

O American Joint Comitee on Cancer (AJCC) reconhece alguns aspectos como fatores
prognoésticos. Dentre eles, encontram-se as caracteristicas que sao utilizadas para o
estadiamento patolégico do CHC, sendo as principais: o tamanho da lesdo (com pontos de corte
de 2,0cm e 5,0cm), o niamero de nddulos (Gnico ou maltiplos), a presenca de invasao vascular
e de envolvimento de estruturas adjacentes. Além disso, algumas caracteristicas clinicas
também sdo importantes, como a presenca de cirrose no parénquima hepatico adjacente, 0s
niveis séricos de alfa-fetoproteina e o escore MELD (model for end-stage liver disease) (AMIN
et al, 2017).

O escore MELD foi inicialmente criado com o propdsito de avaliagao de sobrevida de pacientes
submetidos a shunt portossistémico intra-hepatico transjugular. Atualmente, o escore foi
validado para se estimar a gravidade relativa e sobrevida de pacientes com doenca hepatica
terminal aguardando transplante hepético, atuando com um preditor de mortalidade pré-
operatoria no intervalo de 3 meses (avaliando-se em conjunto, idealmente, com outros
parametros clinicos). E calculado a partir de um valor logaritmico envolvendo os niveis séricos

de creatinina e de bilirrubina total, além do International Normalizated Ratio (RNI). Considera-
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se que valores cada vez mais elevados sejam indicativos de menor sobrevida, sendo considerado

de pessimo prognostico aqueles pacientes com escore em torno de 40 (KAMATH et al., 2001;
MORAES et al., 2017).

1.4— Tratamento

O sistema de classificacdo Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) para CHC, ja extensamente

validado, é atualmente o mais comumente utilizado para o tratamento dos pacientes portadores

de CHC. Os pacientes sdo subdivididos em cinco grupos (0, A, B, C e D) que, de acordo com

variaveis progndsticas pré-estabelecidas, vdo guiar o manejo e tratamento (REIG et al., 2022).

A versdo mais recente dessa classificacdo encontra-se esquematizada na Figura 6.
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Figura 6 — Algoritmo de tratamento do CHC segundo o Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC).
AFP, alfa-fetoproteina; ALBI, albumina-bilirrubina; BSC, melhor cuidado de suporte; ECOG-
PS, status de desempenho do Eastern Cooperative Oncology Group; LT, transplante de figado;

TACE, quimioembolizacéo transarterial. Fonte: REIG et al. (2022).

Dentre as principais opcOes terapéuticas atualmente disponiveis para o CHC destacam-se a

ressec¢do cirurgica e o transplante hepatico, indicados em estagios mais inicias da doenca.

Entretanto, a sobrevida global em cinco anos € muito baixa, refletindo a possibilidade de

recorréncia pos-operatoria e/ou desenvolvimento de doenga metastatica (EL-SERAG et al.,
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2004; EL-SERAG et al., 2007).

Em relacdo ao transplante hepatico, apesar de oferecer ndo s6 a possibilidade de cura da
neoplasia como também da hepatopatia cronica de base, ainda persiste o desafio de selecionar
adequadamente o potencial candidato a essa modalidade de tratamento, o que reflete
diretamente a auséncia de biomarcadores que predizem o comportamento bioldgico desta
neoplasia. Além disso, ainda deve ser levada em consideracdo a escassez de Orgdos para
transplante, com longas filas de espera por doadores, bem como os problemas logisticos
envolvendo o transporte dos enxertos (SILVA et al., 2011; LLOVET et al., 1999).

J& terapias locais como a quimioembolizagdo arterial hepatica (QEAH) e ablacdo por
radiofrequéncia (ARF) sdo opcles consideradas nos casos de doenca ndo metastatica em
pacientes inelegiveis para cirurgia ou mesmo para controle de sintomas locais em pacientes ja
com doenca sistémica. Entretanto ainda apresenta altos indices de progressao ou recidiva (REIG
etal., 2022).

Embora o tratamento, nas fases iniciais, seja preferencialmente cirirgico, nos casos avancados,
ndo passiveis de terapias locais, as possibilidades tém sido ampliadas. Com o uso da
imunoterapia, foi observado aumento cada vez maior na sobrevida global.

(LLOVET etal., 2008; LIU et al., 2006; BRUIX et al., 2017)

1.5- Hepatocarcinogénese

O CHC é macroscopicamente observado como lesGes nodulares, que podem ser isoladas ou
maltiplas e desenvolve-se comumente de forma gradativa. Esse processo geralmente envolve
0 estabelecimento sequencial de lesGes, iniciando com a cirrose, seguida pelo surgimento de
nodulos displasicos de baixo grau, com progressao para alto grau e CHC bem diferenciado,
que se torna cada vez menos diferenciado, podendo culminar em neoplasia avancada
metastatica. Esse processo é acompanhado por um acumulo crescente de alteragdes
moleculares que constituem a hepatocarcinogénese (PARADIS; FUKAYAMA;
SCHIRMACHE, 2019).

Embora ainda pouco explorados, nos processos iniciais da hepatocarcinogénese destaca-se 0
papel do telémero e da telomerase (SATYANARAYANA et al., 2004). O telémero € uma
sequéncia de repeticbes no DNA que se encurta durante cada diviséo celular, devido a reducgéo

da atividade do complexo telomerase, levando a apoptose ao final do ciclo celular. A
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reativacdo do complexo telomerase, carateristica das neoplasias malignas, contribui para que
0 hepatdcito adquira novamente a capacidade de proliferacdo e consiga escapar dos

mecanismos de senescéncia, o que leva ao desenvolvimento do tumor (FARAZI et al.,2003).

A telomerase esta reativada em mais de 90% dos casos de CHC, o que ocorre por alteracdes
no promotor TERT (do inglés, Telomerase reverse transcriptase), importante enzima que
compde o complexo (TOTOKI et al., 2011). Isso pode ser em decorréncia de mutacOes
somaticas (50-60%), amplificacdes (5-6%), ou mesmo, no caso do virus da hepatite B, pela

sua capacidade de gerar mutagdes por inser¢des no genoma do hepatécito (SUNG et al., 2012).

Embora esse seja um evento sabidamente precoce na hepatocarcinogénese, nos estadios mais
avancados, 0 CHC passa a adquirir uma maior diversidade genémica devido a combinacéo de
mutacOes somaticas em regides codificadoras ou mesmo dele¢des homozigoticas (ZUCMAN-
ROSSI et al., 2015). Estudos demonstram uma média de 30-40 muta¢bes por tumor, sendo
apenas seis a oito consideradas drivers, ou seja, mutacdes que estdo diretamente envolvidas
na oncogénese e que, conferem vantagens na proliferacdo das células tumorais (GUICHARD
etal., 2012).

A hepatocarcinogénese é um processo complexo, desenvolvido a partir de multiplas etapas e
com mecanismos diversos que podem variar de acordo com a etiologia. Esses mecanismos
podem ser divididos em inespecificos e especificos. Os mecanismos inespecificos estdo
associados as alteracGes causadas pela doenca hepatica cronica, como a repeticdo constante
de morte hepatocelular e regeneragdo em um meio inflamatorio, levando a aquisicdo de
mutacgOes e ativacdo de proto-oncogenes. Acresce-se a isto os efeitos decorrentes da fibrose e
rearranjo vascular. (PARADIS; FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019; ROSKAMS et al.,
2010; SHIN et al., 2013).

Os mecanismos oncogénicos especificos sdo aqueles intimamente relacionados a uma
determinada etiologia. Alguns mecanismos especificos ja foram demonstrados para a hepatite
B. O VHB, ao integrar seu DNA no material genético da célula hospedeira, induz instabilidade
cromossémica e mutacdes especificas que culminam na ativacdo de oncogenes (SHIN et al.,
2013). A producdode proteinas virais, principalmente a proteina X transativadora (HBx), pode
agir como ativador de vias de sinalizacdo celular, como as vias do JAK/STAT, RAS/RAF,

MAPK e Wnt- B-catenina,além de estimular fatores de transcricdo, como o c-myc e 0 c-jun,
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que levardo a uma maior expressdo de genes reguladores do ciclo celular (GUERRERO et al.,
2005; CHIRILLO et al., 1996). Outros mecanismos especificos também ja foram
demonstrados na acdo das aflatoxinas (efeitos genotoxicos diretos que levam a mutacdo de
TP53) e tém sido propostos para hepatite C (efeitos oncogénicos das proteinas virais core,
NS3 e NS5A) (BRESSAC et al., 1991; HSU et al., 1991; LAN et al., 2002)

Além desses diferentes mecanismos de patogénese, sabe-se que o CHC apresenta uma grande
heterogeneidade genbmica, que pode variar ndo apenas de acordo com a etiologia da
hepatopatia cronica subjacente, mas também com o contexto genético dos pacientes, entre
nodulos tumorais no mesmo paciente ou mesmo dentro do mesmo nddulo. (BRUIX et al.,
2014; LU et al., 2016)

Apesar da diversidade molecular e etiopatogénica do CHC, observa-se que a ativagdo de
algumas vias de sinalizacéo intracelular esté frequentemente envolvida na sua carcinogénese,
como por exemplo, as vias MAPK (RAS/RAF/MEK/ERK) e fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K/AKT/mTOR), ativadas em até 51% e de 15-41% dos casos, respectivamente. Por meio
de uma cascata de sinalizacdo, a ativacdo dessas proteinas desencadeia eventos celulares como
os relacionados com a proliferacdo, angiogénse tumoral, inibicdo da apoptose, além de mediar
mecanismos de resisténcia a drogas e até mesmo envolvimento com um comportamento mais
agressivo do tumor. Tanto a via MAPK quanto a PISBK/AKT/mTOR podem ser deflagradas
pela ativacdo de receptores de fatores de crescimento. Entre eles, destaca-se o IGF-1R (do
inglés insulin-like growth factor-1 receptor). (VILLANUEVA et al., 2008; SCHMITZ et al.,
2008; POLLAK etal., 2012)

1.6— O sistema do fator de crescimento semelhante a insulina

O sistema do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) inclui trés principais ligantes
(insulina, IGF-1 e IGF-2), trés receptores (o receptor de insulina [IR], o receptor de IGF-1 [IGF-
1R] e o receptor manose-6-fosfato/IGF-2 [M6P/IGF-2R]), seis proteinas de ligacdo ao IGF
(IGFBPs) e as proteinas intracelulares sinalizadoras associadas ao IGF-1R, onde estdo incluidos
0s membros da familia do IRS (insulin-receptor substrate), AKT1 (v-akt murine thymoma
viral oncogene homolog 1), MTOR [mechanistic target of rapamycin (serine/threonine
kinase)] e a RPS6KB1 (ribosomal protein S6 kinase 70 KDa polypeptide 1). Esse sistema
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desempenha um papel importante no crescimento, na proliferacdo e na sobrevivéncia celular e
afeta quase todos os oOrgdo e sistemas do corpo humano. (LEROITH et al., 2021,
ANNUNZIATA et al., 2010)

Os ligantes IGF-1 e IGF-2 foram denominados fatores de crescimento semelhantes a insulina
por causa de sua homologia estrutural com a insulina (de cerca de 50%) e ac6es metabolicas
semelhantes, porém exibem uma atividade promotora de crescimento muito maior. (ADAMEK
etal., 2018)

O ligante IGF-1 é produzido, em sua maior parte, no figado sob o estimulo do horménio do
crescimento (GH) e possui agOes estimuladoras da diviséo celular e inibidoras da morte celular
programada (agdo antiapoptotica). Essas acOes tém sido associadas ao desenvolvimento de
varios tumores solidos, atuando em fun¢des como infiltracdo neoplésica, crescimento tumoral
e capacidade de metastatizacdo. Além disso, possui um papel central na progressdo e
transformacéo do ciclo celular e, juntamente com o seu receptor (IGF-1R), estdo altamente

expressos nas células da maioria das neoplasias malignas. (LEROITH et al., 2003)

Estudos experimentais mostram que o crescimento de neoplasias que expressam IGF-1R pode
ser inicialmente estimulado pelo IGF-1 sintetizado em tecidos que podem estar muito distantes,
indicando um efeito enddcrino. No entanto, a neoplasia pode adquirir a capacidade de produgéo
desse ligante, caracterizando uma acdo autocrina e paracrina. Esta capacidade de
autoestimulacdo pode estar associada a um comportamento mais agressivo da neoplasia.
(JENKINS et al., 2004; POLLAK et al., 2012; IBRAHIM et al., 2004)

Em contraste com o IGF-1, o IGF-2 ndo é produzido sob a influéncia do GH. No entanto, assim
como o IGF-1, o IGF-2 é expresso pela maioria dos tecidos em adultos, com a sua maior parte
circulante sendo produzida no figado, além de apresentar acdo enddcrina, paracrina e autocrina.
O IGF-2 também possui efeito antiapoptotico e proliferativo, sendo frequentemente
hiperexpresso nas células neoplasicas. Pacientes com certos tipos de tumores ocasionalmente
liberam “big IGF-2”, uma forma precursora com uma extensao maior de aminoacidos, que é

prontamente biodisponivel e efetivamente ativa o IGF-1R. (LEROITH et al., 2021)

Os IGFs exercem suas acOes atraves da ligagdo com dois tipos diferentes de receptores

denominados IGF-R tipo 1 e 2 (IGF-1R e IGF-2R). A grande maioria das a¢des conhecidas do
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IGF-1 e 2 sdo mediadas via interacdo com o receptor IGF-1R. O IGF-1R apresenta estrutura
semelhante ao IR tratando-se um receptor de membrana com atividade tirosina-quinase. O IGF-
2R n&o apresenta homologia com os IGF-1R ou IR. Trata-se de proteina monomérica com um
grande dominio extracelular, sem atividade tirosina-quinase, que contém sitios de ligacdo para
IGF-2 e para manose-6-fosfato. A principal funcdo do IGF-2R é ser um regulador negativo da
biodisponibilidade da IGF-2 (NAKAE et al., 2001).

1.7- O IGF-1R

O IGF-1R é um receptor transmembrana com dominios de tirosina-quinase, com uma
homologia de cerca de 70% em relacdo ao receptor de insulina. O processo de formacgéo do
receptor comeca no reticulo endoplasmético. Em seguida, é transportado através do complexo
de Golgi e atinge a membrana plasmatica. O gene IGF-1R humano consiste em 21 éxons que
codificam uma subunidade a extracelular, que contém um dominio que recebe o ligante, e uma
subunidade  transmembrana, que contém atividade de tirosina-quinase. As subunidades o ¢ 8
sdo sintetizadas como um pré-propeptideo de cadeia simples e clivadas ap6s a traducéo, unidas
por uma ponte dissulfeto para formar um semi-receptor de IGF-1 (af3). Dois semi-receptores
dimerizam para formar um IGF-1R funcional (a2p2) (LEROITH et al., 2021; CHITNIS et al.,
2008).

Apo6s a unido com o ligante, o dominio da tirosina-quinase intracelular autofosforila tirosinas
especificas que atuam como locais de ancoragem para proteinas de sinalizacdo, como a familia
de proteinas do substrato do receptor de insulina (IRS). Essas proteinas entdo recrutam outros
substratos que levam a ativacdo de diferentes cascatas de sinalizagdo, incluindo a via
PIBK/AKT/mTOR e a via MAPK, que estimulam a proliferacdo e sobrevivéncia celular.
(ANNUNZIATA et al., 2011; LEROITH et al., 2021)

1.8— O receptor IGF-1R e o carcinoma hepatocelular

Estudos in vitro, demonstraram que a ativacdo do IGF-1R pode atuar com potente mitdgeno,
contribuindo para a carcinogénese hepatica (TSAI et al., 1988; SCHARF et al., 1998). Desbois
et al demonstraram uma superexpressdo de IGF-1R em cinco diferentes linhagens celulares de
modelos de CHC humano (HepG2, Hep3B, HuH7, HuH6 e PLC/PRF5) quando comparada
com hepatécitos normais. Além disso, tambem foi observado que a ativagdo de vias de

sinalizacéo intracelular pela ligacdo do IGF-1R com seus ligantes promove a proliferacéo,
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sobrevivéncia e migracdo de linhagens de células do CHC (DESBOIS-MOUTHON et al.,
2009). Estudos também mostraram que a inibicdo de IGF-1R por NVP-AEW541, ou AVE
1642 (anticorpos anti-IGF-1R), resultou na degradagdo celular, inibicdo de crescimento e
parada do ciclo celular em linhagens celulares de HCC, o que poderia indicar um alvo potencial
para o tratamento desta neoplasia. (DESBOIS-MOUTHON et al., 2009; HOPFNER et al.,
2006)

Estudos em modelos animais mostraram que as células do CHC exibiam consistentemente
expressdao aumentada de IGF-1R, tornando-as suscetiveis aos efeitos mitogénicos do IGF
(SCHARF et al., 2000). Aleem et al demonstraram, em um estudo sobre CHC induzido por N-
nitrosomorfolina em ratos, niveis mais elevados de IGF-1R no figado, o que poderia levar ao
aumento da proliferacdo celular nas fases iniciais da hepatocarcinogénese (ALEEM et al.,
2011). Por outro lado, Yan et al observaram um aumento da expressdo de RNAm de IGF-1R e
de IGF-1R em diferentes estagios de transformacdo maligna, indicando niveis cada vez maiores
a medida que ocorre a progressao do figado normal, para um estado pré-canceroso e por fim
para 0 CHC estabelecido. Esse achado pode indicar o papel do IGF-1R como um possivel
marcador precoce da transformacdo maligna hepatocitaria (YAN et al., 2013).

Esses achados mostram que o IGF-1R participa da carcinogénese hepatica estimulando a
proliferacdo dos hepatdcitos nas fases iniciais, através de um mecanismo paracrino (fase pré-
cancerosa) e posteriormente, na proliferacdo das células malignas, induzida pelo mecanismo
autocrino. Além disso, a desregulacdo da funcdo do IGF-1R pode ocorrer ndo apenas pela sua
hiperexpressao, mas também por outros mecanismos, como anormalidades na estrutura deste
receptor, que levam a um ganho de funcdo, ou mesmo no aumento da sua ativacao secundaria
ao aumento da producéo local de IGFs. (ADAMEK et al., 2018; POLLAK et al., 2012).

1.9— A translocacéo nuclear do IGF-1R

Adicionalmente a esses mecanismos classicos em que o receptor influencia as funcdes celulares
gue podem estar associadas a génese e desenvolvimento do cancer, evidéncias apontam outra
importante caracteristica do IGF-1R que o destaca em relacdo a muitos outros receptores: sua

capacidade de se translocar para o nucleo (SARFSTEIN et al., 2013).

Em 1987, Podlecki et al demonstraram que IR era capaz de sofrer internalizacgdo e se translocar
para o nucleo (PODLECKI et al., 1987). Mais tarde, em 1996, atraves de andlises de
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imunofluorescéncia, Chen et al observaram que o IGF-1R também estaria presente no ndcleo
celular e que o estilbeno dobrou os niveis nucleares deste receptor (CHEN et al., 1996). Em
2003, Sun et al relataram que os substratos dos IRs-1, IRs-2 e IRs-3 translocam para o nucleo
de Vvérios tipos de células apds a indugdo por um IGF-1R ativado ou certos oncogenes (SUN et
al., 2003).

A partir desse fendmeno, o receptor pode controlar de forma mais direta a transcri¢do de genes
envolvidos na progresséo do ciclo celular, incluindo a auto-regulagéo do gene IGF-1R. Por
meio desse mecanismo de acdo tdo importante e que necessita de maior esclarecimento, o
receptor poderia modular eventos de crescimento e desenvolvimento em um nivel de controle

gendmico, contribuindo assim para transformacdo neoplasica (SARFSTEIN et al., 2013).

Warsito et al demonstraram que IGF-1R nuclear se associa com o Fator 1 de Ligacdo ao
Facilitador Linfoide (LEF1) no nlcleo das células, o que poderia levar a um aumento nos niveis
de ciclina D1, sugerindo que o IGF-1R nuclear poderia ser responsavel pela progressao

aberrante do ciclo celular, corroborando com a carcinogénese (WARSITO et al., 2012).

Alguns estudos sugerem também uma potencial resisténcia ao tratamento em neoplasias que
expressam o IGF-1R no ndcleo. Guerard et al relataram a expressdo nuclear do IGF-1R em
linhagens de células de carcinomas pulmonares humanos e observaram, nos casos em que ela
estava presente, uma maior resisténcia ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
que é um tipo de terapia-alvo utilizada no tratamento desta neoplasia (GUERARD et al., 2018).
Bodzin et al observaram também uma maior resisténcia ao inibidor de EGFR em linhagens de
células de carcinoma hepatocelular que expressavam o IGF-1R no nucleo (BODZIN et al.,
2012).

Tem sido estudada também a possibilidade da expressdo nuclear de IGF-1R atuar como
determinante do prognostico. Aleksic et al relataram a presenca de IGF-1R nuclear em celulas
de carcinoma renal primario, amostras de diferentes tumores fixados em formalina, lesdes pre-
invasivas da mama e tecidos ndo malignos com elevada taxa de proliferagcdo. Neste estudo, o
IGF-1R nuclear foi associado a mau prognéstico no cancer renal (ALEKSIC et al., 2010).
Codony-Servat et al identificaram uma maior expressao nuclear de IGF-1R em pacientes com
carcinoma colorretal metastatico, ja& tratados com quimioterapia, em comparacdo com

portadores de tumores primérios ainda ndo tratados. Além disso, dentro do grupo de pacientes
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com carcinoma colorretal metastatico, aqueles com expressao nuclear do receptor apresentaram
sobrevida global mais baixa (CODONY-SERVAT et al., 2017).

Apesar dessas evidéncias em outras neoplasias, ainda sdo necessarios estudos investigando o
valor prognostico da expressdo nuclear de IGF-1R no CHC. Além disso, até 0 momento, uma
série de biomarcadores tem sido apontada com o objetivo de estimar o valor prognostico no
CHC, como Golgi proteina-7, PIVKA 1l (do inglés prothrombin induced by vitamin K absence
I1) e osteopontina. No entanto, ainda ndo séo evidéncias definitivas e suas aplica¢fes clinicas

ainda precisam ser exploradas (RICH et al., 2014)
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2 -JUSTIFICATIVAS

O CHC como é uma das poucas neoplasias que ainda apresenta incidéncia e mortalidade
crescentes, e grande proximidade entre as curvas. Além disso, apesar dos diversos estudos ja
publicados, os aspectos da sua carcinogénese ainda precisam ser melhor elucidados e mais
explorados. Tudo isso reflete a heterogeneidade da doenga, o que dificulta a identificacdo de
pardmetros clinicos e morfolégicos com valor prognéstico e implicacGes terapéuticas
(PARADIS; FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019).

Nesse cenario de uma doenga tdo complexa, de carcinogénese ainda pouco esclarecida, e diante
do potencial do IGF-1R na hepatocarcinogénese, um estudo que visa identificar a associacao
do IGF-1R com aspectos clinicos e patologicos em portadores de CHC, seria importante.
Potencialmente, levaria a reconhecer um possivel biomarcador com valor prognéstico, melhor
em relacdo aos atualmente empregados, além de abrir novos campos para futuros estudos de
opcOes terapéuticas com acdo especifica, podendo contribuir com os melhores desfechos do

CHC, atualmente ainda tdo desfavoraveis
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3-OBJETIVOS
3.1 - Objetivo geral

Avaliar e caracterizar a expressdo nuclear de IGF-1R em amostras provenientes de pacientes
com diagndstico de carcinoma hepatocelular submetidos a transplante hepéatico ou ressec¢édo

hepética parcial, e investigar sua associacdo com parametros clinicopatoldgicos.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1- Caracterizar os parametros clinicos e epidemioldgicos dos pacientes submetidos a
transplante hepético ou ressec¢do hepética parcial.

3.2.2 - Caracterizar morfologicamente os carcinomas hepatocelulares identificados em
pacientes submetidos a transplante hepatico ou resseccao hepatica parcial.

3.2.3- Caracterizar a expressao nuclear imuno-histoquimica de IGF-1R em amostras de
carcinoma hepatocelular diagnosticado ao exame histopatoldgico convencional (Hematoxilina
& Eosina).

3.2.4- Avaliar a expressao imuno-histoquimica de IGF-1R no figado cirrético adjacente e
correlacionar com a sua etiologia.

3.2.5- Comparar a expressao imuno-histoquimica nuclear do IGF-1R no tumor e no
parénquima cirrdtico adjacente.

3.2.6 -Avaliar a associacdo entre expressao nuclear imuno-histoquimica tumoral e cirrética do
IGF-1R com parametros clinicos e epidemioldgicos dos pacientes.

3.2.7- Avaliar a associacdo entre expressao nuclear imuno-histoquimica tumoral e cirrética do
IGF-1R com parametros morfoldgicos do CHC.

3.2.8- Avaliar a associacdo entre desfechos clinicos (recidiva ou 6bito e sobrevida livre desses

eventos) dos pacientes com CHC e a expressdo nuclear imuno-histoquimica do IGF-1R.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1- Considerac0es éticas

O projeto seguiu todas as normas de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na
Resolucédo 466 / 2012 do Conselho Nacional de Saude, para salvaguardar os direitos e o bem-
estar das pessoas estudadas. Este projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP) sob o numero CAAE — 44573615.7.0000.5149. (Anexo 1).

4.2— Delineamento e estratégias de estudo

Trata-se de estudo observacional, retrospectivo e comparativo, que analisa a expressao nuclear
do IGF-1R em pacientes portadores de CHC e de cirrose, submetidos a transplante hepatico
ou ressecc¢do hepética parcial, no Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).

Foram estudadas amostras de figado (tumoral e ndo-tumoral proximo ao tumor) de 111
pacientes, maiores de 18 anos, que receberam o diagnostico de CHC associado a hepatopatia
cronica de diversas etiologias. As amostras selecionadas foram colhidas e arquivadas no
Servico de Anatomia Patolégica do HC-UFMG, no periodo de 2000 a 2020.

Todas as laminas arquivadas coradas em hematoxilina-eosina (HE) foram revistas para
escolha do bloco com maior representatividade tumoral e do parénquima cirrético. A partir
desses blocos selecionados, foram confeccionados novos cortes histologicos para a realizacdo

dos estudos imuno-histoquimicos.

4.3- Critérios de exclusao

Foram excluidas todas amostras insuficientes para realizacdo de novos cortes histoldgicos,
bem como aquelas que ndo continham representacdo do tumor e do parénquima cirrotico

peritumoral.e casos com variante fibrolamelar do CHC.

4.4— Dados demograficos, clinico-laboratoriais e anatomopatoldgicos analisados
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Foi feita a analise dos prontuérios arquivados no Instituto Alfa de Gastroenterologia do HC-
UFMG para obtencédo dos seguintes dados demogréaficos e clinico-laboratoriais: sexo, idade no
momento da cirurgia, etiologia da doenca hepatica cronica de base, valores de transaminase
oxalacética (TGO), transaminase piravica (TGP), bilirrubina total (BT), alfa-fetoproteina
(AFP), fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (GGT), albumina, lactato

desidrogenase (LDH), RNI, escore MELD, tempo livre de 6bito e tempo livre de recidiva.

Para a andlise de sobrevida, evento foi definido como recidiva do tumor ou 6bito por qualquer
causa, 0 que ocorresse primeiro, dentro do periodo de seguimento, que foi até dezembro 2020.
Sobrevida livre de evento (SLE) foi definida como o intervalo entre o transplante hepatico ou

resseccdo hepatica parcial e a ocorréncia do evento ou término do periodo de seguimento.

Foram revistas as laminas coradas em HE originais e seus respectivos laudos também no intuito
de avaliar os dados anatomopatoldgicos, sendo eles: nimeros de nédulos tumorais, tamanho do
maior nodulo tumoral, grau de diferenciacdo tumoral (segundo a classificacdo da OMS) e

presenca de invasdo angiolinfética.

4.5— Técnica de imuno-histoquimica

Para analise imuno-histoquimica, os blocos de parafina com amostras de carcinoma
hepatocelular foram submetidos a microssec¢do com espessura de 3 um e colocados em laminas
silanizadas. Os cortes histoldgicos foram entdo desparafinizados e reidratados utilizando Xilol,

alcool absoluto e alcoois hidratados (95%, 75%) e agua destilada.

Imuno-histoquimica foi realizada para identificar a expressdo nuclear do IGF-1R. Antes da
incubagdo com o anticorpo primario, as amostras foram tratadas com peroxido de hidrogénio
3%, por 15 minutos, para bloquear peroxidase endogena. Foi feita recuperacdo antigénica pelo

aquecimento das laminas a 96°C no vapor por 30 minutos em citrato de sodio 0,01M (pH 6,0).

Para minimizar a marcacao inespecifica as amostras foram incubadas com Protein Block (Dako)
por 30 minutos. O anticorpo primario que foi utilizado, assim como as condi¢des de tratamento
da amostra e as dilui¢des estdo descritos na Tabela 1. Foi utilizado o sistema EnVision™ Dual

Link (Dako) para visualizacdo. Esse sistema utiliza um anticorpo secundario acoplado a um
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polimero sintético conjugado com a peroxidase (HRP, horseradish peroxidase). Nas amostras
positivas, apos adicdo do 3,3- diaminobenzidina (DAB - substrato da HRP), forma-se um
precipitado de cor marrom. Todas as amostras foram contra-coradas com hematoxilina de
Harris (Sigma) por dois minutos e tratadas com o reagente Bluing (Thermo Scientific) por um

minuto, o qual altera para azul a cor dos nucleos corados pela hematoxilina.

Tabela 1 — Anticorpo utilizado na técnica de imuno-histoquimica.
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Anticorpo.primario EspecificacOes Diluicao Tempo de incubacgéo
IGF-1R Abcam (ab39675) 1:100 60 minutos

4.6— Analise imuno-histoquimica

Para discriminar as marcagdes da proteina nos tumores e no parénquima cirrético adjacente,
analise microscépica foi realizada por dois patologistas em duas etapas: graduacdo da
intensidade da marcacdo e quantificacdo do numero de nucleos marcados. Em cada um dos
pacientes, a graduacdo e quantificacdo foi realizada em 500 células do tumor e 500 células no

parénquima cirrético.

A intensidade da marcacdo, vista por microscopia Optica, foi categorizada em ausente, fraca,
moderada e forte, sendo que a auséncia de marcacdo foi representada pelo nimero 0, marcagédo
fraca foi representada pelo sinal 1+, moderada pelo sinal de 2+ e a marcacéao forte pelo sinal
3+.

Foram consideradas positivas todas as amostras com marcacao nuclear de intensidade maior ou
igual 1+ e em mais de 10% das células, conforme Rememele e Stegner indicam para
interpretagdo de outros marcadores imuno-histoquimicos que também exibem expressao
nuclear (REMMELE, STEGNER, 1987).

4.7- Analises estatisticas

A andlise estatistica foi feita através do programa SPSS Statistics ® (IBM Corp, 2015, IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.). As variaveis nominais
foram expressas como numeros e porcentagens, as varidveis continuas foram apresentadas

como mediana e intervalo interquartilico, uma vez que ndo apresentavam distribuicdo normal



avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As varidveis quantitativas foram submetidas ao teste de
Mann-Whitney. Foi realizado o teste de Qui quadrado ou o teste exato de Fisher, quando
necessario, para comparacdo de proporcOes entre as variaveis categoricas. As curvas de
sobrevida livre de evento dos pacientes incluidos foram expressas em graficos por meio do
método de Kaplan-Meier e o teste Log-rank foi usado para comparacdo entre as curvas. A
regressdo de Cox foi usada para avaliar fatores indepentemente associado a sobrevida livre de

evento.

Para avaliar parametros clinico e histopaldgicos independentemente associadas a expressdo
nuclear do IGF-1R no tumor e no parénquima cirrético adjacente, as variaveis que apresentaram
valor de p < 0,20 na analise univariada, foram selecionadas para a anélise multivariada
utilizando o modelo de regressdo logistica. Somente valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos
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5—-RESULTADOS

Um total de 111 pacientes foram selecionados para o estudo e tiveram suas bidpsias e

prontudrios revistos e suas amostras submetidas ao estudo imuno-histoquimico.

5.1- Dados demograficos, clinicos e laboratoriais

Do total de amostras, 80 (72,1%) s&o provenientes de pacientes do sexo masculino e 31 (27,9%)
de pacientes do sexo feminino; o paciente mais jovem tinha 22 anos e o mais velho 70 anos,
enguanto a mediana da idade dos pacientes na época da cirurgia foi de 58 anos. Todos 0s casos
de CHC do presente estudo foram obtidos de figado cirroticos, cujas etiologias eram: 49
(44,1%) casos de hepatite C, 18 (16,2%) casos de etiologia etandlica, 18(16,2%) de hepatite B,
trés (2,7%) de etiologia auto-imune, dois (1,8%) de hemocromatose, dois (1,8%) por NAFLD
e 19 (17,1%) de etiologia criptogénica. Dos 111 pacientes, 35 foram submetidos a resseccao

hepatica parcial e 76 ao transplante hepatico.

Em relacdo a dados laboratoriais das amostras, temos os seguintes: TGO com mediana igual a
57,0 U/L (variacdo de 40,0-95,5) ; TGP com mediana igual a 52,0 U/L(variacéo de 31,0-76,0);
bilirrubina total com mediana igual a 1,75 mg/dL (variacdo de 0,97-2,78); FA com mediana
igual a 125,0 U/L(variacdo de 89,0-204,0); GGT com mediana igual a 109,0 U/L(variacdo de
65,5-185,75); LDH com mediana igual a 418,0 U/L(variacéo de 323,5-568,75); albumina com
mediana igual a 3,2 g/dL(variacédo de 2,7-3,97); RNI com mediana igual a 1,4(variacao de 1,17-
1,65); AFP com mediana igual a 9,05 ng/ml (variacdo de 3,89-49,85). A anélise dos valores do

escore MELD evidenciou mediana de 20 pontos (variacdo de 15-23).

Esses dados estdo expressos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos dados demograficos e clinico-laboratoriais dos pacientes
submetidos ao transplante hepatico e resseccao hepatica parcial no HC-UFMG no periodo
entre 2000 e 2020.

Dados demograéficos/ clinico-laboratoriais

Sexo

Masculino 80 (72,1%)

Feminino 31 (27,9%)
Idade (anos) 58 (51 -63)
Procedimento cirurgico realizado

Transplante hepéatico 76 (68,4%)

Resseccao parcial 35 (31,5%)
Etiologia

0,
Hepatite C 49 (44,1%)

Criptogénica

19 (17,1%)

Etandlica 18 (16,2%)
Hepatite B 18 (16,2%)
Auto-imune 3 (2,7%)
Hemocromatose 2 (1,8%)
NAFLD 2 (1,8%)

Dados laboratoriais:

TGO (U/L) 57,0 (40,0-95,5)
TGP (U/L) 52,0 (31,0-76,0)

BT (mg/dL) 1,75 (0,97-2,78)

FA (U/L) 125,0 (89,0-204,0)
GGT (U/L) 109,0 (65,5-185,75)
LDH (U/L) 418,0 (323,5-568,75)
Albumina (g/dL) 3,2 (2,7-3,97)

RNI 1,4 (1,17-1,65)

AFP (ng/ml)* 9,05 (3,89-49,85)
MELD** 20 (15-23)

Os dados sdo expressos como nuameros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil).

*Nivel sérico identificado em 86 casos. **Escore obtido em 77 casos. NAFLD doenca
hepatica gordurosa ndo alcoolica; TGO- trasaminase oxalacética; TGP-transaminase pirivica,;
BT-bilirrubina total; FA-fosfatase alcalina; GGT- gama glutamil transferase; LDH- Lactato
desidrogenase; RNI- International Normalizated Ratio; AFP- alfa-fetoproteina; MELD- Model

for end-stage liver disease.



5.2— Dados anatomopatologicos

Das 111 amostras, temos 0s seguintes pardmetros anatomopatoldgicos: tamanho do maior
nodulo tumoral apresentou uma variacdo de 0,5 a 32,0 cm, sendo 3,0 cm a mediana. Invasédo
vascular foi detectada em sete (6,4%) casos pela anélise das laminas coradas em HE, ndo tendo
sido identificada em 104 (93,6%). O grau de diferenciacdo tumoral foi avaliado em todos 0s
111 casos e as amostras foram divididas em dois grupos: 54(48,6%) foram classificados como
tumores bem diferenciados e 57 (51,4%) como tumores moderadamente/pouco diferenciados.
Em relagdo ao numero de nddulos tumorais, 0s 111 casos foram divididos em sete grupos: um
(53,2%), dois (23,9%), trés (5,5%), quatro (8,3%), cinco (1,8%), sete (%) e dez ou mais nddulos
(0,9%). N&o haviam casos com seis, 0ito ou nove nddulos. Esses dados estdo expressos na
Tabela 3.

Tabela 3 — Dados anatomopatoldgicos de 111 casos de CHC provenientes pacientes
submetidos ao transplante hepatico e resseccao hepatica parcial no HC-UFMG no periodo entre
2000 e 2020.

NuUmero de nédulos

1 59 (53,1%)

2 26 (23,4%)

3 6 (5,4%)

4 9 (8,1%)

5 2 (1,8%)

7 2 (1,8%)

10 ou mais 7 (6,3%)
Tamanho do maior nédulo(cm) 3,0 (2,0-4,0)
Invaséo vascular

Presente 5 (4,5%)

Ausente 106 (95,5%)
Grau de diferenciacdo*

Bem diferenciado 54 (48,6%)

Moderadamente/pouco diferenciado 57(51,4%)

Os dados séo expressos como numeros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil)

5.3— Analise da expressao nuclear imuno-histoquimica de IGF-1R e dados clinico-
laboratoriais e anatomopatolégicos

Das 111 amostras examinadas, 38 amostras (34,2%) apresentaram marcacao imuno-

histoquimica nuclear positiva para o anticorpo IGF-1R na area de CHC e 13 amostras (11,7 %)
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na area de cirrose. Dessas 13 amostras positivas na cirrose, 11 também eram positivas no tumor.

98 casos foram negativos nas areas de cirrose e 73 nas areas de CHC. (Figuras 7, 8, 9 e 10)

R L e R ST L SENEAK N AR AN L R S R R
Figura 7 - Marcacdo nuclear de IGF-1R presente no CHC (regido inferior esquerda) e ausente
no parénquima cirrético adjacente (regido superior direita). Aumento de 50x.
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Figura 10 Marca(;ao nuclear de IGF-1R ausente no CHC (a esquerda) e ausente no parénguima
cirrético adjacente (a direita). Aumento de 100x.

Dos 38 casos positivos no tumor, sete (18,4%) tinham cirrose de etiologia criptogénica, sete
(18,4%) de origem etanolica, seis (15,8%) por hepatite B, 16 (42,1%) por hepatite C, dois
(5,3%) por NAFLD e nenhum caso de etiologia auto-imune e de hemocromatose. Desses casos,
sete (18,4%) eram bem diferenciados e 31 (81,6%) eram moderadamente/pouco diferenciados.

Dos 13 casos positivos na cirrose, dois (15,4%) tinham etiologia criptogénica, um (7,7%) de



origem etanodlica, seis (46,2%) por hepatite B, dois (15,4%) por hepatite C, dois (15,4%) por

NAFLD e nenhum caso de etiologia auto-imune e de hemocromatose.

No modelo univariado, aos ser analisada a associacao dos dados clinicos e anatomopatoldgicos
com os achados imuno-histoquimicos, foi observada maior expresséo nuclear de IGF-1R no
tumor do que na cirrose (p< 0,001), maior expressdo nuclear em casos de cirrose causada pelo
HBV (p<0,002), e maior expressdo nuclear em tumores classificados como

moderadamente/pouco diferenciados (p< 0,001).

No modelo multivariado, foi observada maior expressdo nuclear de IGF-1R no tumor do que
na cirrose (p< 0,001) e maior expressdo nuclear em tumores classificados como
moderadamente/pouco diferenciados (p< 0,001). Entretanto, ndo foi observada associacédo
estatisticamente significativa entre a presenca da imunoexpressao e 0s casos de cirrose causados
pelo HBV (0,999).

Né&o foi observada significancia estatistica na comparagdo da expressdo nuclear no tumor em
relacdo ao sexo (p=0,174), idade no momento da cirurgia (p=0,512), nimeros de nodulos

tumorais (p=0,978), tamanho do maior nédulo (p=0,855) presenca de invasdo vascular (0,604).

Né&o foi observada significancia estatistica na comparacdo da expressao nuclear no parénquima
cirrético em relacdo ao sexo (p=0,519), idade no momento da cirurgia (p=0,119), nimeros de
nddulos tumorais (p=0,978), tamanho do maior nédulo (p=0,285) presenca de invasao vascular
(0,643).

A mediana do valor sérico de AFP foi de 9,05 ng/ml (com intervalo interquartil de 3,89-49,85),
ndo tendo sido observada significancia estatistica em relacdo a expressdo nuclear de IGF-1R
tumoral ou no parénquima cirrético (p = 0,790 e p = 0,736, respectivamente). Nesse parametro,

dos 111 pacientes, o dado estava disponivel em 86.

A mediana do escore de MELD foi de 20 (e intervalo interquartil de 15-23), ndo tendo sido
observada significancia estatistica em relacdo a expressdo nuclear de IGF-1R nas amostras
tumorais e cirroticas (p = 0,893e p = 0,491, respectivamente). Nesse parametro, dos 111
pacientes, o dado estava disponivel em 77.

As Tabelas 4 e 5 resumem as analises descritas acima.

40



Tabela 5 — Analise comparativa das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas de acordo
com expressdo nuclear de IGF-1R no CHC.

Variavel Expressdo do nuclear de IGF-1R Valor de p
Ausente Presente
Diferenciacédo tumoral® <0,001*
Bem diferenciado 47 (42,3%) 7 (6,3%)
Moderadamente/ 26 (23,4%) 31(27,9%)
pouco diferenciado
Invasio Vascular® 0,659
Presente 5 (4,5%) 0(0%)
Ausente 68(61,2%) 38 (34,2%)
Ndmero de nédulos® 0,978
1 38 (34,2%) 21 (18,9%)
2 18 (16,2%) 8 (7,2%)
3 5 (4,5%) 1 (0,9%)
4 6 (5,4%) 3 (2,7%)
5 1 (0,9%) 1 (0,9%)
7 1 (0,9%) 1 (0,9%)
10 ou mais 4 (3,8%) 3 (2,7%)
Etiologiab 0,708
Hepatite C 33 (29,7%) 16 (14,4%)
Criptogénica 12 (10,8%) 7 (6,3%)
Etanolica 1199 7 (6,3%)
Hepatite B 12 (10,8%) 6(5,4%)
Auto-imune 3(2,7%) 0 (0%)
NAFLD 0 (0%) 3 (2,7%)
Hemocromatose 2 (1,8%) 0 (0%)
Tamanho do maior 3,0(1,2-4,0) 3,0 (1,16- 4,2) 0,855
ndédulo (cm)C
Valor de MELD*C 20 (14,75-24,0) 20 (7-32) 0,893
11,40 (3,97-42,55) 8,90 (3,55-56,55) 0,790

AFP (ng/ml)**°

Os dados sdo expressos como numeros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil). *Presenca de associacdo significativa entre a expresséo de IGF-1R e casos
moderadamente/pouco diferenciados na andlise univariada ** Escore obtido em 77 casos
***Nivel sérico identificado em 86 casos. NAFLD doenca hepética gordurosa ndo alcoolica;
AFP- alfa-fetoproteina; MELD- Model for end-stage liver disease. Teste utilizado: 2Qui-
quadrado. *Exato de Fisher. ‘Mann-Whitney.
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Tabela 5 — Andlise comparativa das caracteristicas clinicas e anatomopatolédgicas de acordo
comexpressao nuclear de IGF-1R no parénquima cirrotico.

Variavel Expresséo do nuclear de IGF-1R Valor de p
Ausente Presente
Diferenciagéo tumoral? 0,300
Bem diferenciado 49 (44,14%) 5(4,5%)
Moderadamente/ 49 (44,14%) 8 (7,2%)
pouco diferenciado
Invas&o Vascular® 1,000
Presente 5 (4,5%) 0 (0%)
Ausente 93 (83,7%) 13 (11,7 %)
Ndmero de nédulos® 0,603
1 52 (46,8%) 7 (6,3%)
2 23 (20,7%) 3 (2,7%)
3 6 (5,4%) 0 (0%)
4 8 (7,2%) 1 (0,9%)
5 1 (0,9%) 1 (0,9%)
7 2 (1,8%) 0 (0%)
10 ou mais 5 (4,5%) 2 (1,8%)
Etiologia” 0,003 *
Hepatite C 47 (42,3%) 2 (1,8%)
Criptogénica 17 (15,3%) 2 (1,8%)
Etanolica 17 (15,3%) 1 (0,9%)
Hepatite B 12 (10,8%) 6 (5,4%)
Auto-imune 3 (2,7%) 0 (0%)
NAFLD 0 (0%) 2 (1,8%)
Hemocromatose 2 (1,8%) 0 (0%)
Tamanho do maior 3,0(2,0-4,0) 2,75 (2,0-4,2) 0,285
nédulo (cm)©
Valor de MELD*® 20 (14,75-24,00) 16 (16-20) 0,491
AFP (ng/ml)** 9,05 (3,97-42,55) 25,50 (3,55-56,55) 0,736

Os dados sdo expressos como numeros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil). *Presenca de associagdo significativa entre a expressdo de IGF-1R e etiologia
hepatite B na analise univariada ** Escore obtido em 77 casos ***Nivel sérico identificado em 86
casos. NAFLD doencga hepatica gordurosa néo alcodlica; AFP- alfa-fetoproteina; MELD- Model
for end-stage liver disease. Teste utilizado: *Qui-quadrado. "Exato de Fisher. “Mann-Whitney



5.4— Anélises de sobrevida

A recidiva do CHC foi identificada em 11 (10,7%) dos 102 pacientes que mantiveram 0
seguimento, embora também possa ter ocorrido em pacientes que foram a Obito, sem
reconhecimento. A recorréncia clinicamente comprovada seguida de ébito foi observada em
oito pacientes. A taxa de eventos foi de 30,4% (31 recidivas ou ébitos por qualquer causa dos

102 pacientes analisados). Nove pacientes perderam o seguimento.

Né&o foi identificada diferenca significativa entre a ocorréncia dos eventos e o tempo livre
de evento e a presenca ou auséncia de expressao nuclear de IGF-1R no CHC e no

parénquima cirrético.

As tabelas 6 e 7 resumem as analises descritas acima

Tabela 6 — Desfechos clinicos de acordo com a expressao nuclear de IGF-1R no CHC.

Variavel Expresséo do nuclear de IGF-1R Valor de p
Ausente Presente

Recidiva 7/102 (6,8%) 4/102 (3,9%) 0,744

Obitos 18/102(17,6%) 7/102 (6,8%) 0,684

Sobrevida livre de 49,0(12,0-109,5) 35,0(12,0-80,0) 0,249

evento (meses)

Os dados sdo expressos como nimeros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil).

Tabela 7 — Desfechos clinicos de acordo com a expressao de IGF-1R no parénquima cirrotico.

Variavel Expresséo do nuclear de IGF-1R Valor de p
Ausente Presente

Recidiva 8/102(7,8%) 3/102 (2,9%) 0,05

Obitos 22/102 (21,5%) 3/102 (2,9%) 0,831

Sobrevida livre de 49,5(12,0-96,25) 26,5(15,0-72,0) 0,252

evento (meses)

43



Os dados sdo expressos como nimeros absolutos (porcentagem) ou mediana (intervalo interquartil).

Na andlise de sobrevida, a mediana de sobrevida livre de evento foi de 65 meses. A taxa

global de sobrevida livre de evento em 12 e 24 meses foi de 84,0% e 80,6%,

respectivamente. Ao analisar a presenca de imunoexpressdo nuclear de IGF-1R no tumor e

na cirrose, as curvas de Kapplan-Meier (Figuras 11 e 12) mostraram sobreposicao (p=0,667

e p=0,589, respectivamente).
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6 — DISCUSSAO

O carcinoma hepatocelular apresenta varios aspectos desafiadores, como por exemplo seus
aspectos epidemiologicos e as grandes lacunas de conhecimento acerca de sua carcinogénese
(PARADIS; FUKAYAMA; SCHIRMACHE, 2019), dessa forma, diversos estudos tém
buscado melhor caracterizar os seus aspectos morfoldgicos, clinicos, etioldgicos e sua
carcinogénese, mas ainda sdo necessarios mais avangcos no entendimento desta doenca tao

complexa.

Reconhecido por seu papel na carcinogénese de diversas neoplasias, e também pelo
envolvimento em importantes eventos celulares, bem como seu potencial envolvimento em
mecanismos de resisténcia e, portanto, valor prognostico, o IGF-1R tem se configurado como
alvo potencial, que merece ser estudado no CHC. Muitos estudos demonstraram um papel
importante da ativacdo do IGF-1R na hepatocarcinogénese, sendo observado o aumento dos
seus niveis hepaticos no estagio pré-maligno e nas fases inicias da hepatocarcinogése em
modelos animais, 0 que poderia indicar sua contribui¢do na proliferacdo e sobrevivéncia das
células do CHC (SCHAREF et al., 2000; ALEEM et al., 2011; YAN et al., 2013). Além disso,
em estudo recente, Zhang et al observaram maior expressdao de RNAm de IGF-1R em amostras
CHC de pacientes com um pior prognostico (ZHANG et al., 2019). Entretanto, no presente
momento, ainda ndo foram publicados outros estudos que avaliem a expressao nuclear de IGF-
1R no carcinoma hepatocelular e sdo escassos 0s estudos que correlacionam a expressao do

receptor a parametros clinicos e histopatoldgicos.

Nesse contexto, nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar a expressao nuclear desse receptor
nos hepatdcitos presentes em areas de cirrose e de CHC, utilizando amostras obtidas em
explantes hepéticos e hepatectomias parciais. Também é o primeiro a correlacionar essa
expressdo com dados anatomopatologicos (como grau de diferenciacdo tumoral, invaséo
angiolinfatica, tamanho e numero de focos neoplasicos), e clinicos, como a etiologia da cirrose,
parametros indicativos da gravidade da hepatopatia subjacente, (escore MELD), alem de dados

laboratoriais.

O presente estudo prop0s avaliar esse receptor com enfoque em uma caracteristica que o destaca
em relacdo a outros, que é sua capacidade de translocacdo nuclear. Caracteristica esta, com

potencial de ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos da hepatocarcinogénese e ainda

46



com potencial de se tornar um biomarcador prognostico para o CHC. Nossa amostra
corresponde a um n de 111 pacientes submetidos ao transplante hepatico ou resseccao hepatica

parcial em um hospital escola na regido Sudeste do Brasil entre os anos 2000 e 2020.

Ao avaliar as caracteristicas demograficas da amostra do presente estudo, observamos um
predominio do CHC em pacientes do sexo masculino, com um percentual de 72,1%. Esse
achado se aproxima a proporcao entre os géneros descrita para esse tumor mundialmente, que
é de trés homens para uma mulher (SIEGEL,2022). A mediana de idade dos pacientes deste
estudo, de 58 anos, também corrobora os dados da literatura, tendo em vista 0 aumento da
incidéncia da neoplasia em pacientes acima de 60 anos (LLOVET et al., 2021; RICH et al.,
2020).

Em relacdo as etiologias da doenca de base, nota-se, nesse estudo, predominio da hepatite por
HCV, totalizando 44,1% dos casos. Carrilho at al, ao coletarem dados sobre pacientes
portadores de CHC em 29 centros de satde em quatro regides do Brasil (sudeste, sul, nordeste
e norte), identificaram também um predominio de casos cuja etiologia era por HCV, totalizando
39% da sua amostra. Na literatura mundial, a hepatopatia causada pelo HCV configura como
umas das principais etiologias de CHC, juntamente com a hepatite B e com a causa etandlica.
(CARRILHO et al., 2010; LLOVET et al., 2021; PARADIS; FUKAYAMA; SCHIRMACHE,
2019).

Embora a hepatite B também se configure como uma das principais causas de CHC no mundo,
no presente estudo, representava menos da metade do nimero de casos cuja etiologia era a
hepatite C. Esse menor nimero de casos pode ser explicado pela campanha de vacinagao contra
HBV realizada pelo sistema publico de salde brasileiro, assim como pela melhoria do acesso
ao tratamento antirretroviral (SOUTO et al., 2015).

Sobre os aspectos anatomopatologicos, foram avaliados o grau de diferenciacdo tumoral,
quantidade de nodulos, tamanho do maior nédulo e a presencga ou auséncia de invasdo vascular.
Esses dados sdo importantes parametros a serem avaliados para estabelecimento do
estadiamento patologico (AMIN et al.,2017). Neste estudo, 51,4% dos casos foram
considerados como de baixo grau, segundo os critérios da OMS (PARADIS; FUKAYAMA,
SCHIRMACHE, 2019), 93,6% n&o apresentavam invasdo vascular identificada, 53,2%

apresentavam nodulo Unico e a mediana de tamanho do maior nddulo foi de 3,0 cm. No Brasil,
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a indicacdo de transplante hepatico para tratamento do CHC baseia-se nos critérios de Mil&o,
onde pacientes portadores de nédulos Unicos de tamanho menor ou igual a 5,0 cm ou até trés
nodulos de até 3,0 cm sdo candidatos ideais para sua realizacdo (GALLE et al., 2018).
Entretanto, para a realizag&o do nosso estudo foram utilizadas amostras de pacientes submetidos
ao transplante, como também a resseccao hepatica parcial, o que permitiu avaliar casos com
maior numero de nddulos (chegando até 11 lesdes) e com nodulos maiores (chegando até 32,0
cm). Além disso, outra questdo importante é que os critérios de Mildo sdo baseados em dados
radioldgicos, que nem sempre conseguem identificar nddulos muito pequenos, que

posteriormente sdo visualizados no exame anatomopatogico (PARK et al., 2017).

O escore MELD, atualmente utilizado como um preditor de mortalidade pré-operatéria em
pacientes com doenca hepética avancada, apresentou mediana de 20 pontos. Esse valor pode
refletir a pontuacdo especial, ja que os pacientes portadores de CHC ja recebem pelo menos 20
pontos ao serem inscritos na fila de transplante, como forma de serem legalmente priorizados
para receberem 6rgdo, ja que uma longa espera pode significar progressao da doenga (BRASIL,
2009).

A dosagem sérica de AFP ¢é considerada como um dos marcadores para rastreamento e
progndstico do CHC, por isso sua avaliacdo é de grande importancia no presente estudo
(ATAIDE et al., 2011; ZHANG et al., 2020). Entretanto nao foi observada correlacdo com os a
expressao nuclear de IGF-1R no CHC com os niveis de AFP. Isso pode ser explicado pois a
mediana dos niveis séricos de AFP foi baixa nesse estudo, com o valor de 9,05 ng/mL; com
apenas 14 pacientes apresentando niveis acima de 100 ng/mL (16,3%). No entanto, vale
ressaltar que, durante a revisao dos prontuarios, somente 86 pacientes, dos 111 estudados,
apresentavam registro dos niveis séricos de AFP. Além disso, alguns estudos realizados no
Brasil, exibem uma maioria de pacientes com valores abaixo de 100 ng/mL, como no estudo
Carrilho et al que identificaram valores de AFP menores que 100 ng/mL na maioria dos
pacientes estudados (56,9%), e no estudo de Ataide et al que identificaram valores menores ou
iguais a 200 ng/mL em 93,3% dos casos (ATAIDE et al., 2011; CARRILHO et al., 2010).

Outra questdo que deve ser levada em conta, é que a causa da hepatopatia crénica mais
frequentes no nosso estudo foi a hepatite C. Os casos de CHC cuja etiologia da doenca hepatica
de base é o HCV, geralmente estdo associados a um subtipo molecular ndo proliferativo.

Tumores dessa classe exibem, além de um comportamento menos agressivo, menores indices
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de AFP, o que poderia explicar os valores mais baixos observados em nosso estudo (ZUCMAN-
ROSSI et al., 2015).

No presente estudo, foi observada expressdo nuclear de IGF-1R em 38 amostras (34,2%)
considerando as células tumorais e em 13 amostras (11,7 %) no parénquima cirrético adjacente
ao tumor. Interessante mencionar que, dessas 13 amostras em que o IGF-1R era expresso na
cirrose, 11 também eram positivas no tumor. Esses dados indicam uma maior expressao nuclear
de IGF-1R na neoplasia do que nas areas de cirrose, e sugere que essa hiperexpressao pode ser
um evento inicial da sequéncia: cirrose - ndédulos displasicos - CHC. Embora, até o presente
momento, ndo tenham outros estudos que avaliem a imunoexpressdo nuclear de IGF-1R no
CHC, nossos achados apresentam semelhanca com os de Zhang et al, onde foi avaliada a
expressao imuno-histoquimica membranar do receptor em amostras de pacientes com CHC na
regido do tumor e no parénquima hepatico adjacente. Nesse estudo foi identificada uma
marcacgdo positiva em 72,06% das amostras de CHC e em 22,06% no parénquima adjacente,

indicando uma maior expressdo membranar significativa no CHC (ZHANG et al., 2019).

Yan et al observaram também, ao analisarem modelos animais, um aumento da expressdo de
RNAmM de IGF-1R e de IGF-1R em diferentes estagios de transformacdo maligna do CHC,
identificando niveis cada vez maiores a medida que ocorre o avango do figado normal para um

estado pré-canceroso e por fim para o CHC (YAN et al., 2013).

Juntos, esses achados poderiam sugerir que o IGF-1R e seus ligantes teriam um papel chave
nas etapas da hepatocarcinogénese, estimulando uma proliferacdo dos hepatdcitos na fase pré-
cancerosa e nas fases iniciais, por meio de um mecanismo parécrino e posteriormente, na
proliferacdo das células malignas, induzida pelo mecanismo autdcrino, na sequéncia de
enventos indicada no estudo de Voci et al (VOCI et al., 1999). Além desses efeitos, a
translocacdo nuclear poderia contribuir ainda mais na proliferacdo celular, assim como foi
demonstrado pelo estudo de Warsito et al, em que foi observado que o IGF-1R nuclear tinha a
capacidade de se associar com o LEF1 no nucleo das células, o que poderia levar a um aumento
nos niveis de ciclina D1, sugerindo que o IGF-1R nuclear poderia ser responsavel pela
progressdo aberrante do ciclo celular, corroborando com a carcinogénese (WARSITO et al.,
2012).

Outro importante papel da expressdo nuclear de IGF-1R, que tem sido cada vez mais
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caracterizado, € como determinante prognostico. No estudo de Aleksic et al, a expressao nuclear
de IGF-1R foi associada a piores desfechos clinicos no cancer renal (ALEKSIC et al., 2010).
Codony-Servat et al identificaram, em pacientes com carcinoma colorretal metastético, que
aqueles que exibiam expresséo nuclear do receptor na neoplasia apresentaram sobrevida global
mais baixa (CODONY-SERVAT et al., 2017). No estudo de Zhang et al, foi identificado um
pior prognostico, nos pacientes que expressavam niveis mais altos de RNAm de IGF-1R nas
células do hepatocarcinoma (ZHANG et al., 2019).

Um importante fator prognostico ja bem estabelecido no CHC € a presenca de invasao vascular,
sendo utilizada inclusive para avaliacdo do estadiamento do CHC, segundo o protocolo do
American Joint Comitee on Cancer (AMIN et al., 2017). No estudo realizado por Kang et al,
n&o foi identificada correlacdo entre a expressdéo membranar de IGF-1R no CHC e a presenca
ou auséncia de invasdo angiolinfatica, assim como no estudo realizado por Lin et al (KANG et
al., 2014; LIN et al., 2017). Nosso estudo também ndo observou associacdo entrepresenca de
invasdo vascular e a expressdo nuclear de IGF-1R. Entretanto, vale ressaltar que dos 111

casos avaliados, foi detectada invasao vascular em apenas cinco casos.

Sabe-se que o grau de diferencia¢do tumoral possui correlagdo com o comportamento mais
agressivo da neoplasia e consequentemente com um pior progndstico. Em estudo realizado por
Tamuraet al., foi identificado que o grau histoldgico de diferenciacdo do CHC, pode representar
um fator prognostico independente, uma vez que pacientes portadores de tumores de tamanhos
variados, porém de baixo grau, apresentaram maiores taxas de sobrevida em trés anos quando
comparados a pacientes portadores de lesdes de alto grau (TAMURA et al., 2001). Klintmalm
demonstrou que piores graus de diferenciacdo mostraram uma relagdo com tumores maiores,
mais avangados e com maior taxa de recorréncia, indicando uma associacdo importante com
pior prognéstico adicionalmente a outros achados clinicos e anatomopatoldgicos
(KLINTMALM, 1998).

No presente estudo, foi observada uma maior expresséo nuclear de IGF-1R em tumores pouco
e moderadamente diferenciados quando comparados aos tumores bem diferenciados. De forma
semelhente, no estudo publicado por Kang et al., foi observada também uma alta expressao
imuno-histoquimica membranar de IGF-1R em CHCs com piores graus de diferenciacdo
(KANG et al., 2014). Dessa forma, a presenca da expressdo de IGF-1R por si sO, ou por

associacdo com outros critérios histopatolégicos, podem indicar pior progndstico. Assim,
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podendo ser utilizada para tal finalidade, em associacdo com outros marcadores ja

estabelecidos, como por exemplo tamanho do tumor e invasédo vascular.

Embora, nesse estudo, tenha sido identificada uma maior expressédo nuclear de IGF-1R em
amostras de CHC com um maior grau histolégico e que o grau histolégico tenha uma correlagao
com piores desfechos, a expressdo do IGF-1R néo esteve associada a piores desfechos clinicos.
Foram observadas sobrevida global e sobrevida livre de evento semelhantes entre 0s grupos que

expressaram ou ndo o receptor no nucleo das células tumorais e do parénquima cirrotico.

Vale destacar que o estagio dos pacientes da nossa amostra € mais inicial, uma vez que, em
geral, apenas os pacientes em estgios mais iniciais sdo submetidos ao tratamento cirdrgico,
ndo sendo indicado para aqueles com doenca metastatica, por exemplo. Ou seja, é possivel que
a translocacdo nuclear do IFG-1R possa ter esse impacto prognostico quando avaliada em
tumores com estagios mais avancados. Uma das limitagdes do nosso estudo que deve ser
considerada também é que nem todos 0s pacientes mantiveram o seguimento até 2020, podendo
ter ocorrido recidiva ou 6bito sem 0 nosso conhecimento. Além disso, existem outras questoes
que interferem nos resultados que também devem ser levadas em conta, como as variacoes
geograficas e a ocorréncia de eventos epigenéticos que ndo sdo contemplados pela metodologia

deste estudo. Certamente, isso deve ser mais investigado por outros estudos.

No estudo de Zhang et al, foi observada menor sobrevida em pacientes que expressavam
maiores niveis de RNAm de IGF-1R no CHC (ZHANG et al., 2019). Entretanto uma das
limitacBes desse estudo é que os niveis de RNAmM ndo necessariamente refletem a expresséo e
ativagdo da proteina IGF-1R e muito menos sua localizacéo nuclear. Entretanto esses achados
indicam que o IGF-1R pode desempenhar um papel como indicador de prognostico do CHC,
principalmente no tocante ao grau de diferenciagdo tumoral, mas que ainda necessita de mais

investigacdo e acompanhamento.

Assim como 0s estudos que avaliaram a expressao membranar de IGF-1R e de RNAm de IGF-
1R no CHC, ndo obtivemos correlacdo estatistica ao realizar a anélise da expressao nuclear de
IGF-1R no parénquima tumoral e cirrético com os seguintes parametros: tamanho do maior
nodulo tumoral e nimero de nédulos (ZHANG et al., 2019; KANG et al., 2014; LIN et al.,
2017). Embora, no presente estudo tenham sido utilizadas amostras de ressecdo parcial, é

importante destacar que a maioria dos casos (68,4%) sdo de pacientes submetidos ao
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transplante hepéatico, com nimero e tamanho dos nddulos mais restritos, devido aos critérios de
Mil&o utilizados para indicacdo de tal procedimento. Entdo seriam interessantes estudos que

avaliassem essa expressdo nuclear e casos com maior dimenséo e nimero de ndédulos tumorais

Em outro estudo do nosso grupo de pesquisa, foi identificada uma maior expressao das proteinas
da via MAPK em CHCs cuja etiologia da hepatopatia crénica era viral. Sabe-se que a ativacao
dessa via pode ocorrer através da ligacdo do IGF-1R com seus ligantes (DINIZ et al., 2020).
Entdo, a hiperexpressdo IGF-1R, por si s, pode explicar alteracdes na hepatocarcinogénese
como essa ja demostrada na etiologia viral. Muito ja se sabe sobre a forte associacao entre HBV,
acirrose e 0 CHC, entretanto estudos recentes tém demonstrado que a proteina X transativadora,
expressa pelo HBV, pode ter um papel fundamental na hepatocarcinogénese, além de uma
correlacdo com a maior probabilidade de metastases em pacientes portadores de CHC associado
com HBV (LARA-PEZZI et al., 2001; LIU et al., 2012; WEI et al., 2008). Kim et al
demonstraram ainda, que a proteina X transativadora pode promover um aumento da expressao
de IGF-1R (Kim et al., 1996). Esses dados podem indicar um papel fundamental do IGF-1R na
hepatocarcinogénese de etiologia viral. No presente estudo, foi identificada associacdo da
expressao nuclear de IGF-1R na cirrose causada por HBV na analise univariada, ndo tendo sido
observada na analise multivariada. Entretanto, esses achados, podem levantar hipéteses para a
realizacdo de estudos futuros que avaliem essa espressdo em um maior numero de pacientes

portadores de CHC e cirrose tendo como etiologia 0o HBV.

No presente estudo, ndo foi identificada expressdo nuclear significativa de IGF-1R no CHC e
na cirrose causados pelas demais etiologias tanto na analise univariada e quanto na
multivariada. Entretanto, os estudos que observaram a expressdo de IGF-1R membranar em
amostras de pacientes portadores de CHC, ndo avaliaram a frequéncia da sua expressdo nas
diferentes causas da hepatopatia de base, com exce¢do de um estudo que comparou sua
expressao com a positividade para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ), ndo obtendo
correlagéo significativa (KANG et al., 2014; LIN et al., 2017; ZHANG et al., 2019). Além
disso, alguns estudos tém mostrado a participacdo importante do IGF-2 na hepatocarcinogénese
e na hepatopatia cronica causadas pelo HCV. Esses achados poderiam sugerir que talvez o papel
do IGF-1R, na hepatocarcinogénse associada a hepatite C, ganhe maior destaque quando
localizado na membrana, mediando as a¢des do IGF-2. Entretanto, mais estudos precisam ser
realizados para avaliar melhor o papel do IGF-1R na hepatocarcinogénese e hepatopatia cronica

causadas tanto pelo HCV como por outras etiologias. Por fim, cabe ressaltar ainda que, no
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presente estudo, uma parte predominante das amostras foi de etiologia criptogénica. Portanto,
0 poder para avaliar a associacdo com as causas especificas pode ndo ter sido suficiente. Sdo

necessarios mais estudos, com maior representatividade das diferentes etiologias.

Dentre as limitagdes do nosso estudo destacam-se as relacionadas ao tamanho da amostra e ao
possivel viés de informacéo, caracteristicos de estudos retrospectivos. A coleta de dados
ocorreu em prontudrios fisicos, utilizados antes da implementacéo dos prontuérios eletrénicos,
que possuem fragilidades no preenchimento de determinadas informacGes sobre exames
laboratoriais, como os valores de AFP e demais exames utilizados no célculo do score MELD,
ndo sendo possivel obter esses dados para todos o0s pacientes incluidos no estudo. Além disso,
0s pacientes submetidos a resseccdo parcial, por ndo possuirem um acompanhamento clinico
com a mesma frequéncia e rigor daqueles submetidos ao transplante hepético, acabavam
frequentemente perdendo o seguimento (ndo retornando as consultas agendadas ou mesmo
mudando acompanhamento para outras instituicdes), o que prejudicou a analise de sobrevida e

avaliacdo dos desfechos

Em suma, os achados apresentados e discutidos demonstram que a translocacdo nuclear do IGF-
1R parece estar envolvida na hepatocarcinogénese, principalmente em eventos mais precoces e
guando associada a etiologia viral. Além disso, pode ter também um papel progndéstico, uma
vez que esteve associada a caracteristicas ja reconhecidamente associadas a piores desfechos
clinicos. Esses dados podem contribuir para novos esclarecimentos acerca da
hepatocarcinogénese e lancar bases para desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas tdo
necessarias para 0 manejo dessa neoplasia tdo agressiva, tendo como alvo esse receptor, seus

ligantes e mecanismos que favorecam a sua translocacéo.
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7 — CONCLUSAO

- H& imunoexpressdo nuclear de IGF-1R no CHC e no parénguima cirrético adjacente, com

maior positividade significativamente estatistica no tumor;

- Dentre os dados clinicos e laboratoriais, nenhuma variavel apresentou associacdo

independente com a imunoexpressdo nuclear de IGF-1R no parénquima cirrético e no tumor;

- Dentre os dados anatomopatoldgicos, a Unica variavel independentemente associada com a
imunoexpressdo nuclear de IGF-1R no CHC foi o grau de diferenciacdo, com maior

positividade nos tumores moderadamente/pouco diferenciado;

- Néo foi observada associacao significativa entre a imunoexpressao nuclear de IGF-1R no

CHC e no parénquima cirrético, com um desfecho clinicamente relevante.
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8- PERSPECTIVAS

Os achados deste estudo quanto a associagdo entre a expressdo nuclear de IGF-1R no CHC e
no parénquima cirrético com dados clinicos e anatomopatolégicos apontam para a necessidade
de mais pesquisas acerca desse receptor, com o objetivo de esclarecer em qual momento da
hepatocarcinogénese ocorre a sua translocacao, se esse evento contribui com a transformacéo
maligna ou com piores prognosticos de uma neoplasia ja estabelecida e investigar sua
correlacdo com etiologias especificas de hepatopatias crénicas, principalmente as virais. Além
disso, ainda sdo necessarios mais estudos que investiguem como se da a translocacdo desse

receptor, suas etapas e substancias envolvidas em tal processo.

Por fim, acreditamos que a investigacdo do papel da translocacdo nuclear do IGF-1R no
carcinoma hepatocelular poderia ser melhor investigada com o intuito de utilizar a ocorréncia
desse evento como um critério prognostico e avaliar o potencial efeito benéfico de inibidores
das estruturas celulares que contribuem com esse processo no CHC
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ABSTRACT

Introduction: hepatocellular carcinoma (HCC), the most common primary tumor of the liver,
rank as the sixth most commonly diagnosed malignancy and the third leading cause of cancer
mortality in the world. Despite the therapeutic advances, the prognosis remains poor, which
reflects the need to better understand the complex mechanisms involved in the carcinogenesis of
this neoplasm. IGF-1R (Insulin-like Growth Factor-1 Receptor) is a transmembrane receptor with
tyrosine kinase domains, which acts, together with its ligands, in physiological growth as well as
in pathological processes. In hepatocarcinogenesis, IGF-1R activation can trigger intracellular
signaling cascades, which lead to events necessary for the initiation, promotion and development
of cancer. Current evidence points to another characteristic of IGF-1R, which stands it out among
other receptors: its ability to translocate to the nucleus, which could allow the modulation of
growth events at a level of genomic control, contributing to neoplastic transformation. Clarifying
the role of IGF-1R in HCC may contribute to a better understanding of this complex disease.
Objective: this study aims to evaluate the nuclear expression of IGF-1R in samples of
hepatocellular carcinoma submitted to liver transplantation or partial liver resection, and to
investigate its association with clinicopathological parameters and clinical outcomes.
Methodology: an immunohistochemical evaluation of the nuclear expression of IGF-1R was
performed in samples from liver explants or partial surgical resections, between the years 2000
to 2020, for the treatment of HCC at the Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG). Medical records were reviewed to collect clinical data and specimen slides
were reviewed to collect pathological data. Results: of the patients included in the study (n=111),
the main etiologies of the chronic liver disease were hepatitis C virus (44.1%), hepatitis B virus
(16.2%), ethanolic (16.2%) %) and cryptogenic (17.1%). IGF-1R expression was demonstrated
in the nucleus of tumor cells in HCC and in the adjacent cirrhotic parenchyma. In univariate
analysis, a higher nuclear expression of IGF-1R was observed in HCC than in cirrhosis (p <
0.001). and in moderately/poorly differentiated tumors (p < 0.001), a higher nuclear expression
was also demonstrated, in cirrhosis, in cases of hepatitis B (p = 0.002). In the multivariate model,
higher nuclear expression of IGF-1R was observed in the tumor than in cirrhosis (p<0.001) and
higher nuclear expression in tumors classified as moderately/poorly differentiated (p<0.001).
However, no statistically significant association was observed between the presence of
immunoexpression and cases of cirrhosis caused by HBV (p=0.999). No association was
observed between clinical outcomes and other variables with the nuclear expression of IGF-1R
in the tumor or in the area of cirrhosis (p > 0.05). Discussion: data show greater nuclear
expression of IGF-1R in HCC than in adjacent cirrhotic parenchyma, suggesting that its
translocation may be one of the initial events in hepatocarcinogenesis. Despite the lack of
association with long-term clinical outcomes, receptor expression is independently associated
with the degree of differentiation, which is a histopathological parameter of poor prognosis.
However, further studies are needed, including to assess the association with different etiologies,
given the heterogeneity of the disease.

Keywords: IGF-1R, hepatocellular carcinoma, nuclear translocation; liver cirrhosis.

70



INTRODUCTION

Hepatocellular carcinoma (HCC), the most common primary malignant neoplasia of the
liver, ranks as the sixth mostly common malignancy and the third leading cause of cancer
mortality worldwide. Chronic viral infections by hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses are the
main etiologies, responsible for about 85% of cases, followed by alcohol-induced liver damage.
Regardless of the etiology of chronic liver disease, cirrhosis is the main risk factor for this
neoplasm 12,

Among the main therapeutic options available, surgical resection and liver transplantation
is the main step treatment modality in the earlier stages of the disease.®*. In advanced cases, not
amenable to local therapies, systemic treatment is indicated, despite of the limited regimens
available. Some studies have shown an increase in overall survival with the use of multikinase
inhibitors, and, more recently, immunotherapy in combination® 578,

Despite advances in therapeutic techniques, the overall prognosis of patients with HCC
remains dismal, which reflects the need to better understand the complex mechanisms involved
in its carcinogenesis, including the important role of genetic alterations and protein
expressions®19,

Some intracellular signaling cascades seem to have an increasingly well-established role
in hepatocarcinogenesis, such as the MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) pathway and
the PISBK/AKT/mTOR pathway. Through a signaling cascade, the activation of these proteins
triggers cellular events such as those related to proliferation, tumor angiogenesis, inhibition of
apoptosis, in addition to mediating drug resistance mechanisms and even involvement with more
aggressive tumor behavior. Both the MAPK and PISK/AKT/mTOR pathways can be triggered
by the activation of growth factor receptors. Among them, IGF-1R (insulin-like growth factor-1
receptor) stands out 11121314,

IGF-1R is a transmembrane receptor with tyrosine kinase domains, with 70% homology
to the insulin receptor. Its ligands, IGF1 and 2 (insulin-like growth factor 1 and 2), are produced
under growth hormone stimulation, this signaling mediates a variety of pathological processes,
particularly in carcinogenesis of different tumors, such as HCC 51617,

Current evidence points to another important characteristic of IGF-1R which sets it apart

from many other receptors: its ability to translocate to the nucleus, a phenomenon from which
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the receptor can more directly control the transcription of genes involved in the progression of
the disease cell cycle, including self-regulation of the IGF-1R gene. Through this very important
mechanism, which needs further clarification, the receptor could modulate growth and
development events to the point of genomic control, contributing to the neoplasia’s
transformation®®,

The possibility of IGF-1R overexpression as well as its nuclear expression acting as
prognostic determinants has also been studied. Aleksic et al pointed out the presence of IGF-1R
in the cell nucleus as a poor prognostic factor in clear cell renal carcinoma®®. In a meta-analysis,
Zhao et al reported that IGF-1R overexpression was associated with unfavorable clinical
outcomes in patients with non-small cell lung cancer®®. Bieghs et al indicated that the increased
expression of IGF-1R was correlated with a poor prognosis in patients with multiple myeloma?®.
Together, these findings suggest the role of this receptor as a surrogate for poor outcomes and its
impact on treatment decisions, but the evidence specifically in HCC is scarce, as are studies
evaluating the nuclear translocation of IGF-1R in this neoplasm.

In the scenario of such a complex disease, whose carcinogenesis is still poorly
understood, and given necessity of exploring the potential of IGF-1R in hepatocarcinogenesis,
this study aims to identify the association of IGF-1R nuclear expression with clinical and
pathological aspects in HCC patients. It would be important to assessing with the prognostic
value of this receptor, which could impact in and the HCC outcomes.

MATERIALS AND METHODS

Cohort

A total of 111 patients who underwent liver explants or partial surgical resections as
treatment of HCC at the Hospital das Clinicas da Univeridade Federal de Minas Gerais (HC-
UFMGQG), a referral Brazilian center, were identified. The surgical procedure was performed from
2000 to 2020. The pathological archived were reviewed to choose the most representative blocks
of the neoplasm.
This study was approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal de Minas Gerais
(CAAE - 44573615.7.0000.5149).

Immunohistochemical analysis
For immunohistochemical analysis, paraffin blocks with samples of hepatocellular

carcinoma were submitted to microsection with 3-um thickness and placed on silanized slides.
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The histological sections were then deparaffinized and rehydrated using Xylol, absolute alcohol
and hydrated alcohols (95%, 75%) and distilled water.

Immunohistochemistry was performed to identify the nuclear expression of IGF-1R.
Prior to incubation with the primary antibody, samples were treated with 3% hydrogen peroxide
for 15 minutes to block endogenous peroxidase. Antigenic recovery was performed by heating
the slides at 96°C in steam for 30 minutes in 0.01M sodium citrate (pH 6.0).

To minimize nonspecific labeling, samples were incubated with Protein Block (Dako) for
30 min. Later, the tissue section was incubated with primary anti-IGF-1R antibody (Abcam-
ab39675) for 60 minutes. The EnVision™ Dual Link System (Dako) was used for visualization.
This system uses a secondary antibody coupled to a synthetic polymer conjugated to peroxidase
(HRP, horseradish peroxidase). In positive samples, after addition of 3,3-diaminobenzidine
(DAB - HRP substrate), a brown precipitate is formed. All samples were counterstained with
Harris' hematoxylin (Sigma) for two minutes and treated with the Bluing reagent (Thermo
Scientific) for one minute, which changes the color of the hematoxylin-stained nuclei to blue.
All samples with nuclear staining of intensity greater than or equal to 1+ (considered weak

intensity) in more than 10% of the cells were considered positive.

Demographic, clinical and pathological data

All patients whose samples were analyzed and selected had their medical records
reviewed. It was collected information regarding clinicopathological parameters, such as
gender, age at diagnosis, number of tumor nodules, size of the largest tumor nodule, tumor
grade, etiology of the chronic liver disease, recurrence-free time expressed in months, presence
of angiolymphatic invasion, alpha-fetoprotein (AFP) serum level and MELD score (model for
end-stage liver disease).This score assesses the degree of involvement of liver disease,
considering laboratory parameters (serum creatinine, total serum bilirubin and International
Normalized Ratio — INR) and establishes a numerical value that represents a percentage of risk

of mortality in 3 months.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS Statistics program (IBM Corp, 2015,
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.). The values of
quantitative variables were described in the tables as medians and interquartile ranges. The

quantitative variable was submitted to the Mann-Whitney test. The Chi-square test or Fisher's
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test was performed, when necessary, to identify the association between categorical variables.

Multivariate Poisson regression model with covariance structure was performed to
identify the characteristics independently associated with the IGF-1R nuclear expression.

For survival analysis, event was defined as tumor recurrence or death from any cause,
whichever occurred first, within the follow-up period, which was until December 2020. Event-
free survival (EFS) was defined as the interval between liver transplantation or partial liver
resection and the occurrence of the event or the end of the follow-up period, what occurred first.

Only p values < 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS

Of the 111 patiens, the samples of 38 (34.2%) showed positive nuclear
immunohistochemical staining for the IGF-1R antibody in the HCC area and 13 samples
(11.7%) in the cirrhosis area. Of these 13 cirrhosis positive samples, 11 were also positive in

tumor. 98 cases were negative in areas of cirrhosis and 73 in areas of HCC. (Figures 1, 2, 3 and
4)

$ivwsy

Figure 01 - Nuclear labeling of IGF-1R present in the HCC (lower left region) and absent in

the adjacent cirrhotic liver (upper right region). (50x magnification).
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Figure 02 - Nuclear labeling of IGF-1R present in the HCC (magnification: 400x).
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Figure 03 - Nuclear labeling of IGF-1R present in the cirrhotic liver (magnificaﬁon: 200x).
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Flgure 04 - IGF-1R nuclear Iabellng absent in HCC (Ieft) and absent in adjacent cirrhotic liver

(right). (100x magnification).

Of the 38 cases in whose tumor the IGFR was expressed, 7 (18.4%) had cirrhosis of
cryptogenic etiology, 7 (18.4%) of ethanolic origin, six (15.8%) of hepatitis B, 16 (42.1%) of
hepatitis C, two (5.3%) by NAFLD and no case of autoimmune etiology and hemochromatosis.
Of these cases, 7 (18.4%) were well differentiated and 31 (81.6%) were moderately/poorly
differentiated.

Of the 13 casas that express IGF-1R in cirrhosis, two (15.4%) had cryptogenic etiology,
one (7.7%) had an ethanolic origin, six (46.2%) had hepatitis B, two (15.4%) had hepatitis C,

two (15.4%) had NAFLD and no case of autoimmune etiology and hemochromatosis.

In the univariate model, when analyzing the association of clinical and
anatomopathological data with the immunohistochemical findings, a more frequent nuclear
expression of IGF-1R was observed in the tumor than in cirrhosis (p< 0.001), greater nuclear
expression in cases of cirrhosis caused by HBV (p<0.002), and higher nuclear expression in
tumors classified as moderately/poorly differentiated (p<0.001). In the multivariate model,
higher nuclear expression of IGF-1R was observed in the tumor than in cirrhosis (p<0.001) and
higher nuclear expression in tumors classified as moderately/poorly differentiated (p<0.001).
However, no significant association was observed between the presence of immunoexpression
and HBYV etiology (0.999)
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The median serum AFP value was 9.05 ng/ml (with an interquartile range of 3.89-

49.85), and no statistical significance was observed regarding the nuclear expression of IGF-

1R in the tumor or in the cirrhotic parenchyma (p = 0.790 and p = 0.736, respectively). In this

parameter, of the 111 patients, data were available in 86.

The median MELD score was 20 (and interquartile range of 15-23), and no statistical

significance was observed in relation to nuclear IGF-1R expression in tumor and cirrhotic

samples (p = 0.893 and p = 0.491, respectively). In this parameter, of the 111 patients, data

were available in 77.

As seen in tables 2 and 3, there were no difference regarding clinicodemographic

parameters between the groups according to the expression of IGF-RL1.

Table 02 — Association between clinical and anatomopathological characteristics and nuclear

expression of IGF-1R in HCC

Variable Nuclear expression of IGF-1R
Absent Present
Tumor differentiaion?
Well differentiated 47 (42,3%) 7 (6,3%)
moderately/ 26 (23,4%) 31(27,9%)
poorly differentiated
Vascular Invasionb
Present 5 (4,5%) 0(0%)
Absent 68(61,2%) 38 (34,2%)
Number of nodulesb
1 38 (34,2%) 21 (18,9%)
2 18 (16,2%) 8 (7,2%)
3 5 (4,5%) 1 (0,9%)
4 6 (5,4%) 3 (2,7%)
5 1 (0,9%) 1 (0,9%)
7 1 (0,9%) 1 (0,9%)
10 or more 4 (3,8%) 3 (2,7%)
Etiologyb

Hepatitis C 33 (29,7%) 16 (14,4%)

p value

<0,001*

0,659

0,978

0,708
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Cryptogenic
Ethanolic
Hepatitis B
Autoimmune
NAFLD

Hemochromatosis
Size of the largest

nodule (cm)C
MELD value*®

AFP (ng/ml)**©

12 (10,8%)
119,9

12 (10,8%)
3(2,7%)

0 (0%)

2 (1,8%)
3,0(1,2-4,0)

20 (14,75-24,0)
11,40 (3,97-42,55)

7 (6,3%)
7 (6,3%)
6(5,4%)
0 (0%)

3 (2,7%)

0 (0%)
30(1,16-4,2) 0,855

20 (7-32) 0,893
8,90 (3,55-56,55) 0,790

Data are expressed as absolute numbers (percentage) or median (interquartile range).
*Presence of a significant association between IGF-1R expression and moderately/poorly
differentiated cases in the univariate analysis **Score obtained in 77 cases ***Serum level
identified in 86 cases. NAFLD- non-alcoholic fatty liver disease; AFP-alpha-fetoprotein;
MELD- Model for end-stage liver disease. Test used: 2Chi-square. °Fisher's exact test. ‘Mann-

Whitney.

Table 03 — Association between clinical and anatomopathological characteristics and nuclear
expression of IGF-1R in cirrhotic liver

Variable

Tumor differentiaion?
Well differentiated

moderately/
poorly differentiated

Vascular Invasionb

Present

Absent
Number of nodulesb

1

~N oW

10 or more

Nuclear expression of IGF-1R p value
Absent Present
0,300
49 (44,14%) 5(4,5%)
49 (44,14%) 8 (7,2%)
1,000
5 (4,5%) 0 (0%)
93 (83,7%) 13 (11,7 %)
0,603
52 (46,8%) 7 (6,3%)
23 (20,7%) 3 (2,7%)
6 (5,4%) 0 (0%)
8 (7,2%) 1 (0,9%)
1 (0,9%) 1 (0,9%)
2 (1,8%) 0 (0%)
5 (4,5%) 2 (1,8%)




Etiologyb 0,003 *
Hepatitis C 47 (42,3%) 2 (1,8%)
Cryptogenic 17 (15,3%) 2 (1,8%)
Ethanolic 17 (15,3%) 1 (0,9%)
Hepatitis B 12 (10,8%) 6 (5,4%)
Autoimmune 3(2,7%) 0 (0%)
NAFLD 0 (0%) 2 (1,8%)
Hemochromatosis 2 (1,8%) 0 (0%)
Size of the largest 3,0(2,0-4,0) 2,75 (2,0-4,2) 0,285
nodule (cm)C
MELD vaIue*C 20 (14,75-24,00) 16 (16-20) 0,491
AFP (ng/ml)** 9,05 (3,97-42,55) 25,50 (3,55-56,55) 0,736

Data are expressed as absolute numbers (percentage) or median (interquartile range).
*Presence of a significant association between IGF-1R expression and hepatitis B etiology in
univariate analysis **Score obtained in 77 cases ***Serum level identified in 86 cases.
NAFLD- non-alcoholic fatty liver disease; AFP-alpha-fetoprotein; MELD- Model for end-
stage liver disease. Test used: ®Chi-square. °Fisher's exact test. “Mann-Whitney.

HCC recurrence was identified in 11 (10.7%) of the 102 patients who remained in follow-
up, although it may also have occurred in patients who died without recognition. Clinically
proven recurrence followed by death was observed in eight patients. The event rate was 30.4%
(31 relapses or deaths from any cause of the 102 patients analyzed). Nine patients were lost to
follow-up. No significant difference was identified between the presence of events and the
event-free time and the presence or absence of IGF-1R nuclear expression in HCC and cirrhotic

parenchyma (Tables 3 and 4).

Table 3 — Clinical outcomes according to IGF-1R nuclear expression in HCC.

Variable Nuclear expression of IGF-1R p value
Absent Present

Recurrence 7/102 (6,8%) 4/102 (3,9%) 0,744

Death 18/102(17,6%) 7/102 (6,8%) 0,684

Event-free 49,0(12,0-109,5) 35,0(12,0-80,0) 0,249

survival (months)

Data are expressed as absolute numbers (percentage) and median (interquartile range).
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Table 4 — Clinical outcomes according to IGF-1R expression in cirrhotic liver.

Variable Nuclear expression of IGF-1R p value
Absent Present

Recurrence 8/102(7,8%) 3/102 (2,9%) 0,05

Death 22/102 (21,5%) 3/102 (2,9%) 0,831

Event-free 49,5(12,0-96,25) 26,5(15,0-72,0) 0,252

survival (months)

Data are expressed as absolute numbers (percentage) and median (interquartile range).

Despite the association of IGF-R1 nuclear expression with poor tumor
differentiation, a marker of poor clinical prognosis, no impact in clinical outcomes was
demonstrated. In the survival analysis, the median event-free survival was 65 months. The
overall event-free survival rate at 12 and 24 months was 84.0% and 80.6%, respectively.
When analyzing the presence of IGF-1R nuclear immunoexpression in tumor and

cirrhosis, the Kapplan-Meier curves (Figures 5 and 6) showed overlap (p=0.667 and

p=0.589, respectively).
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expression in the HCC.
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DISCUSSION

Many studies have shown a correlation between the expression of IGF-1R, in
different types of neoplastic cells, and a worse clinical outcome or even a more aggressive
behavior!®2:2L In addition, more recent studies have sought to better understand the
translocation process of this receptor to the nucleus, and have even pointed to a correlation
of this event, in HCC cell lines, with increased resistance to drugs used for the treatment of
neoplasms & 22 However, the present study is the first to assess comparatively the nuclear
immunohistochemical expression of this receptor in hepatocytes present in HCC and
cirrhotic liver, using samples obtained from liver explants and partial hepatectomies. It is
also the first to correlate this expression with pathological data (such as degree of tumor

differentiation, vascular invasion, size and number of neoplastic foci), with the etiology of
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cirrhosis, with one of the main preoperative survival scores (MELD score) and

demographics and laboratory data.

In another study by our research group, a higher expression of MAPK pathway
proteins was identified in HCCs whose etiology of chronic liver disease was viral. It is
known that activation of this pathway can occur through the binding of IGF-1R with its
ligants?®. So, IGF-1R overexpression, by itself, may explain changes in
hepatocarcinogenesis like the one already demonstrated in viral etiology. Much is already
known about the relationship among HBV, cirrhosis and HCC. However recent studies have
shown that the transactivating protein X, expressed by HBV, may play a key role in
hepatocarcinogenesis, in addition to a correlation with a higher probability of metastases in
patients with HCC associated with HBV 24226 Kim et al also demonstrated that the
transactivator protein X can promote an increase in the expression of IGF-1R ?’. These data
may indicate a fundamental role of IGF-1R in hepatocarcinogenesis of viral etiology. In the
present study, an association of nuclear IGF-1R expression was identified in cirrhosis
caused by HBV in the univariate analysis, which was not observed in the multivariate
analysis. However, these findings may raise hypotheses for future studies to evaluate this
translocation in a greater number of patients with HCC and cirrhosis with HBV as the

etiology.

It is known that the degree of tumor differentiation is correlated with the more
aggressive behavior of the neoplasm and, consequently, with a worse prognosis. In a study
of Tamuraet al., it was identified that the histological degree of differentiation of HCC may
represent an independent prognostic factor, since patients with tumors of varying sizes, but
of low grade, had higher survival rates in three years when compared to patients with high-
grade lesions®. Klintmalm demonstrated that worse degree of differentiation showed a
relationship with larger, more advanced tumors and with a higher rate of recurrence,
indicating an important association with worse prognosis in addition to other clinical and

anatomopathological findings °.

In the present study, a higher nuclear expression of IGF-1R was observed in poorly
and moderately differentiated tumors when compared to well-differentiated tumors.

Similarly, in the study published by Kang et al., a high membrane immunohistochemical
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expression of IGF-1R was also observed in HCCs with worse degrees of differentiation *.
Thus, the nuclear expression of IGF-1R alone, or in association with other histopathological
criteria, may indicate a worse prognosis. Thus, it can be used for this purpose, in association

with other established markers, such as tumor size and vascular invasion.

Although, in this study, a higher nuclear expression of IGF-1R was identified in
HCC samples with a higher histological grade and that the histological grade is correlated
with worse outcomes, the expression of IGF-1R was not associated with worse clinical
outcomes. Similar overall survival and event-free survival were observed between groups
that expressed or did not express the receptor in the nuclei of tumor cells and cirrhotic

parenchyma.

It is worth noting that the stage of the patients in our sample is more initial, since, in
general, only patients in the earlier stages undergo surgical treatment, not being indicated
for those with metastatic disease, for example. That is, it is possible that the nuclear
translocation of IFG-1R may have this prognostic impact when evaluated in tumors with

more advanced stages.

One of the limitations of our study that should also be considered is that not all
patients were followed up until 2020, and recurrence or death may have occurred without
our knowledge. In addition, there are other issues that interfere with the results that must
also be taken into account, such as geographic variations and the occurrence of epigenetic
events that are not covered by the methodology of this study. Certainly, this should be

further investigated by other studies.

In the study by Zhang et al, lower survival was observed in patients who expressed
higher levels of IGF-1R mRNA in HCC 3. However, one of the limitations of this study is
that mMRNA levels do not necessarily reflect the expression and activation of the IGF-1R
protein, much less its nuclear localization. However, these findings indicate that IGF-1R
may play a role as a prognostic indicator of HCC, especially regarding the degree of tumor

differentiation, but that still needs further investigation and follow-up.

Among the limitations of our study, those related to sample size and possible
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information bias, characteristic of retrospective studies, stand out. Data collection took
place in physical records, used before the implementation of electronic records, which have
problems in filling out certain information about laboratory tests, such as AFP values and
tests used in the calculation of the MELD score, and it is not possible to obtain these data
for all patients included in the study. In addition, patients undergoing partial resection,
because they did not have a clinical follow-up with the same frequency as those undergoing
liver transplantation, often ended up losing follow-up (not returning to scheduled
appointments or even changing follow-up to other institutions). that hampered the analysis

of survival and assessment of outcomes

In summary, the findings presented and discussed demonstrate that the nuclear
translocation of IGF-1R seems to be involved in hepatocarcinogenesis, especially in earlier
events. Despite the univariate analysis, an association with viral etiology could not be
demonstrated, but it needs to be assessed in further studies. In addition, it may also have a
prognostic role, since it was associated with characteristics related with worse clinical
outcomes, such as differentiation grade. Together, these data may contribute to new insights
into hepatocarcinogenesis and contribute with the development of new therapeutic

strategies, so awaited for the management of this very aggressive neoplasm.
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