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RESUMO

Introducéo: Carcinoma hepatocelular (CHC), neoplasia de comportamento agressivo,
comum em adultos € iniciado, mais comumente, pela infeccdo pelo virus da hepatite B
(VHB) e pelos processos de regeneragdo do figado nas hepatopatias crénicas. Apenas 30-
40% desses tumores apresentam-se em estadios iniciais, passiveis de tratamentos curativos.
Para 0s casos mais avancados, o tratamento sistémico esta indicado, mas ha poucas opcdes
disponiveis, o que refor¢a a importancia do conhecimento dos mecanismos da génese desse
tumor para mudancas nesse cenario. Uma das principais vias de sinalizagdo intracelular
que atuam na hepatocarcinogénese é a mitogen activated protein quinase (MAPK),
formada por alguns componentes que atuam como oncogenes, 0 que a torna alvo na busca
de novos tratamentos. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar, semi-
quantitativamente, a expressao das proteinas — K-Ras, B-Raf e MEK — da via MAPK no
CHC associado a diferentes tipos etiologicos de cirrose hepatica. Métodos: 40 amostras de
CHC decorrentes de hepatopatias de diferentes etiologias — VHB, virus da hepatite C
(VHC), hepatopatia alcoolica e hepatopatia criptogénica (10 amostras de cada) — foram
analisadas por imuno-histoquimica, investigando-se a expressdo das proteinas K-Ras, B-
Raf e MEK da via MAPK no tumor e parénquima cirrotico adjacente. Resultados: a
maioria dos pacientes (77,5%) era do sexo masculino e a idade mediana foi 58 anos. Nao
houve diferenca significativa entre 0os grupos etiologicos em relacdo aos parametros
clinico-patoldgicos estudados. Nao se observou diferenca significativa na frequéncia de
expressdo das proteinas alvo quando se comparou o tumor e parénquima cirrdtico
adjacente. Alem disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
frequéncia de expressdo forte/moderada das proteinas alvo, entre os grupos de cada
etiologia da hepatopatia crénica associada ao CHC. Quando os grupos foram analisados
considerando-se etiologia viral e ndo viral, observou-se associagcdo inversa entre expressao
de B-Raf e invasdo vascular. Essa comparacdo também evidenciou expressdao mais
frequente da proteina K-Ras nas amostras do primeiro grupo. Conclusdo: observou-se
associacdo inversa entre expressdo de B-Raf e invasdo vascular, bem como expressao mais
frequente da proteina K-Ras no grupo de etiologia viral em relacdo ao grupo nao viral. As
associacdes encontradas trazem a reflexdo sobre a heterogeneidade e complexidade do
CHC, sendo necessarios estudos adicionais para maior compreensdo e avaliacdo de tais

eventos no desenvolvimento desta neoplasia.



Palavras-chave: carcinoma hepatocelular, via de sinalizagdo intracelular MAPK,

etiologias, hepatocarcinogénese.



ABSTRACT

Introduction: hepatocellular carcinoma (HCC), a very aggressive cancer, common in
adults, can be initiated by factors like infection with hepatitis B virus (HBV) and
regeneration of the liver induced by chronic diseases. Only 30-40% of these tumors are
diagnosed at initial stages, when curative treatments are potentially available. For
advanced stages, treatments modalities still have poor responses, reinforcing the
importance of studying the mechanisms of carcinogenesis of this tumor. Currently, one of
the most studied signaling pathways involved in the development of HCC is the mitogen
activated protein quinase (MAPK), which has an important activity on the cellular cycle.
Studies indicate that some components of this signaling cascade act as oncogenes, which
makes MAPK a target for new therapeutic agent development. The aim of this study is to
qualitatively describe the expression of the MAPK’s proteins — K-Ras, B-Raf and MEK —
in HCC associated with hepatopathies of different etiologies. Methods: 40 HCC samples
from hepatopathies of different etiologies — HBV, hepatitis C virus (HCV) infection,
alcoholic and cryptogenic liver diseases (10 samples of each) were analyzed by
immunohistochemistry in order to investigate the expression of some MAPK pathway
proteins — K-Ras, B-Raf and MEK - in samples of HCC and adjacent cirrhotic
parenchyma. Results: most patients (77.5%) were male and the median age was 58 years.
There was no difference between etiologic groups regarding the clinic and pathologic
parameters studies. No difference in the frequency of expression of the target proteins was
observed when comparing tumor and adjacent cirrhotic tissue. Comparing each etiologic
group individually, there was no statistically difference regarding the frequency of
strong/moderate labeling of the target proteins. An inverse association between B-Raf
expression and vascular invasion was seen when compared viral and non-viral etiologic
group. Moreover, this comparison evidenced more frequent expression of the K-Ras in the
samples from the first group. Conclusion: an inverse association regarding B-Raf
expression and vascular invasion, such as a more frequent K-Ras expression in viral
instead of non-viral group, were seen. These findings lead to a reflection about the
heterogeneity and complexity of hepatocarcinogenesis. However, further studies are
needed to the better comprehension and evaluation of such events in the CHC
development.

Keyboards: Hepatocellular carcinoma, MAPK signaling pathway, etiologies,
hepatocarcinogenesis.
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1- CONSIDERAGCOES INICIAIS
1.1- INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC), segunda causa de morte por cancer no mundo, resulta
de inflamacdo cronica dos hepatdcitos por diversos fatores muito comuns no nosso meio,
como o virus da hepatite B (VHB) e C (VHC), élcool, hepatites auto-imunes,
esteatohepatite ndo alcodlica dentre outros, e representa um desafio para a oncologia (1).
Mundialmente, sdo mais de 750 mil casos diagnosticados por ano, com ampla variacéo da
incidéncia entre os paises (1). O Brasil é considerado um pais de incidéncia intermediéria,
com cerca de 5.000 casos/ano, mas os dados s&o considerados subestimados (2).

Em todo o mundo, apenas 30-40% desses tumores apresentaram-se em estadios iniciais da
doenca, sendo passiveis de tratamentos potencialmente curativos. A terapéutica disponivel
atualmente compreende: procedimentos cirargicos, como o transplante hepatico (TH) ou
resseccdo parcial do 6rgdo, que possuem potencial curativo; procedimentos locorregionais,
como a ablacdo percutanea por radiofrequéncia, que possui potencial curativo em alguns
casos; quimioembolizacdo arterial; e o tratamento medicamentoso, como quimioterapia e
drogas alvo (2-4). Pacientes em estddios mais avancados da doenca ou que tiveram
recidiva do tumor apds tratamento locorregional, tem sobrevida mediana entre oito e onze
meses e, nos ultimos anos, poucos avangos foram conquistados para mudanca desse
prognostico sombrio, tendo em vista as poucas op¢des para 0 tratamento sistémico com

impacto na sobrevida global (3-7).

Das publicacdes disponiveis até o presente, nenhum ensaio clinico fase Il comprovou
beneficio da quimioterapia citotoxica convencional na reducdo da mortalidade por esse
tumor. Somente em 2008, o estudo Sorafenibe Hepatocellular Carcinoma Assessment
Roandomized Protocol (SHARP), controlado e randomizado, que incluiu pacientes com
CHC, demonstrou aumento de pouco mais de dois meses da sobrevida global entre os
pacientes tratados com o sorafenibe, um inibidor multiquinase, comparados com placebo
(7). No ultimo ano, outro estudo fase Ill foi publicado e mostrou aumento modesto em
sobrevida global com o uso de outro inibidor multiquinase, o regorafenibe, desta vez em

pacientes em segunda linha de tratamento (8).
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Esses inibidores multiquinases atuam no bloqueio e regulacdo de algumas proteinas de
importantes vias de sinalizagdo intracelular que, potencialmente, estariam envolvidas na
génese do CHC (7-10). Uma delas € o vascular endotelial growth factor (VEGFR), um
receptor transmembrana envolvido no processo de neoangiogénese, fendmeno primordial
para o desenvolvimento tumoral. Outro alvo de inibi¢do por essas drogas é a Raf quinase,
que pertence a via mitogen activated protein kinases (MAPK), uma importante cascata de
ativacdo que pode levar a expressdo de fatores proliferativos e antiapoptéticos,
consequentemente mudando a vascularizagéo e a proliferagdo do tumor (10).

Diante das varias etiologias de cirrose hepatica que podem levar ao CHC, seja por meio da
prépria cirrose ou também por lesdo direta ao hepatdcito, como pode ocorrer no caso do
virus B, existem evidéncias sugerindo que a oncogénese dessa neoplasia € um processo
heterogéneo, e que os agentes podem levar ao cancer por diferentes mecanismos, inclusive
com variagdes geograficas (11). Assim como o virus B, alguns estudos sugerem a atividade

direta do virus C na hepatocarcinogénese, mesmo sem cirrose.

Tendo em vista a gravidade da doenca, os beneficios clinicos apenas modestos das drogas
atualmente disponiveis, a complexidade da sinalizacdo intracelular, bem como a
heterogeneidade do tumor, torna-se essencial compreender melhor 0s mecanismos
envolvidos na hepatocarcinogénese. Dessa forma, este estudo tem como objetivo
caracterizar a atividade das proteinas da via de sinalizacdo MAPK e associar os achados
com os diferentes tipos etiologicos de heptopatias cronicas que podem levar o

desenvolvimento do CHC.

1.2- ANTECEDENTES CIENTIFICOS

1.2.1- Carcinoma hepatocelular

O CHC apresenta alta prevaléncia e elevada mortalidade, sendo classificado como a sexta
neoplasia mais frequente no mundo (1). Em 2015, foram registradas 788.000 mortes
ocasionadas pelo CHC no mundo e a maior incidéncia e prevaléncia de casos ocorrem em

paises da Asia e Africa (1,12). No Brasil, pais cuja incidéncia é considerada intermediéria,
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dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontam pelo menos 5000 novos casos por

ano, mas com possibilidade desses nimeros estarem subestimados.

O diagnostico geralmente é tardio, cujas causas variam desde as inespecificas
manifestacdes iniciais da doenca, que se confundem com os sintomas das hepatopatias de
base, até os desafios envolvidos na implantacdo dos programas de rastreamentos em
pacientes com alguma condicdo predisponente. Somente cerca de 30% a 40% dos
pacientes sdo diagnosticados em estadios iniciais da doenca, quando ha intervencbes
passiveis de cura, como a hepatotectomia parcial, o transplante hepatico ou mesmo

procedimentos locorregionais como a ablagéo por radiofrequéncia (4,6,7,13).

O CHC ¢ encontrado frequentemente relacionado a inflamacgdo cronica dos hepatdcitos
resultante de diferentes etiologias: infeccdo pelos VHB ou VHC, etilismo, hepatopatias
autoimunes, esteatohepatite ndo-alcoodlica, intoxicacdo por aflatoxinas e hepatopatias
metabdlicas hereditarias, como a hemocromatose hereditaria, doenca de Wilson e
deficiéncia de a-1-antitripsina e também em condigdes ainda ndo identificadas, chamadas
de criptogénicas (1,2,4,14). Na maioria dos casos, a cirrose é a alteracdo que antecede o

CHC, mas também, agentes como o VHB pode levar ao cancer de forma direta (15,16).

Estudos mostram que a infeccdo pelo VHB é uma das principais etiologias do CHC. Entre
0s portadores crénicos do virus, 15% a 40% tém chances de desenvolver o cancer (17,18).
O VHB pertence a familia Hepadnaviridae, e tem como principal caracteristica a
capacidade de replicacdo do seu material genético, originando RNA a partir do seu DNA.
O DNA viral possui formato circular, cerca de 3.200 pares de bases e quatro regides de
leitura, nas quais ocorrem 0s processos de codificacdo da polimerase da transcriptase
reversa, sintese das proteinas de membrana, formacdo da proteina X e replicacdo viral (19-
21).

Além de ser causa de hepatite cronica e predispor ao desenvolvimento do CHC, como
ocorre nas diversas hepatopatias crénicas que evoluem para cirrose, outro mecanismo de
associacdo do CHC pelo VHB é pela interacdo entre o DNA viral e o DNA dos
hepatocitos. Quando isto ocorre, o0 genoma modificado apresenta instabilidade
generalizada em regides de delecOes, translocacdes e fusdo de transcritos. Por fim, as

células alteradas se multiplicam originando o tumor (22-24).
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Diferentes gen6tipos do VHB estéo envolvidos no desenvolvimento da cirrose e do CHC, e
séo encontrados em diversas regides do mundo (25,26). Atualmente tem-se conhecimento
de nove tipos (A — 1) (27,28) e, dentre eles, o gendtipo C apresenta maior tendéncia em
atuar na ocorréncia do rearranjo cromossomal e nos danos ao material genético, pela
indugdo da abertura da dupla fita de DNA e acimulo de espécies reativas do oxigénio,
causadoras de estresse oxidativo, contribuindo diretamente para a formagdo do tumor
(16,29).

Outra importante etiologia viral, o0 VHC, possui uma molécula de RNA senso positivo,
contendo cerca 9.500 nucleotideos (30). Este virus possui uma diversidade grande, devido
a deficiéncia de reparo da sua enzima RNA polimerase. Essa caracteristica é importante
para 0 conhecimento da patogénese da hepatite cronica pelo VHC e, consequentemente,
impacta na escolha do melhor tratamento antirretroviral, o qual esté associado a reducéo do

risco de CHC ou melhores desfechos na abordagem da doenca (31).

Estima-se que cerca de 80% dos infectados pelo VHC, desenvolvem a hepatite crénica, e
20% dos que desenvolvem cirrose apresentardo CHC (24,32). Esse processo se da pela
necroinflamacdo tecidual e alteracdo de processos de reparacdo, como acontece nas outras
hepatopatias cronicas. Outro mecanismo sugerido é a interferéncia de proteinas nucleares
do virus — como NS3 e NS5A —, na acdo de proteinas presentes em algumas vias de
sinalizacdo intracelular, responsaveis pelo controle da proliferacdo e morte celular, como a
atenuacdo da atividade do supressor tumoral p53, favorecendo o desenvolvimento do CHC,

0 que torna 0 VHC um agente carcinogénico (24).

O CHC desenvolve-se de forma gradativa, sendo encontrado no figado como uma
formacdo nodular. Inicialmente desenvolve-se pequeno foco displasico monoclonal
milimétrico que cresce, vai acumulando mutacdes que, entdo, levam ao desenvolvimento
do tumor (33). Histologicamente, o0 CHC pode apresentar diferentes padrdes histologicos,
sendo classificados estruturalmente como em arranjo trabecular, pseudoacinar, tumor
solido (34,35).

Edmondson e Steiner (34) classificaram as variacdes estruturais do CHC em quatro grupos

de acordo com o grau de diferenciacdo de determinadas caracteristicas celulares, como
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tamanho do ndcleo, formato da célula, relacdo nucleo-citoplasma e presenca de
hipercromasia — critério usado atualmente (34,35):

grau 1 — as células, geralmente, apresentam-se com distribuicdo trabecular, estando
enfileiradas ou conjuntas, em forma de haste, com citoplasma abundante e irregularidades
nucleares minimas, assemelhando-se, portanto, ao parénquima hepéatico normal;
geralmente é encontrado em tumores nodulares de células pequenas;

grau 2 — ha pleomofismo nuclear mais intenso e hipercromasia, nucléolos evidentes,
citoplasma abundante e eosinofilico;

grau 3 — as alteracbes nucleares sdo mais evidentes e acompanhadas de angulacdo
significativa;

grau 4 — ha pleomorfismo intenso e presenca de células gigantes.

Essas diferenciagbes podem variar entre 0s pacientes e até mesmo entre diferentes nodulos
encontrados em um Unico paciente. Isso ocorre devido aos diversos fatores que

contribuiram para o desenvolvimento do tumor, como os descritos anteriormente (35).

1.2.2- Hepatocarcinogénese

Quando ocorre lesdo dos hepatocitos, cascatas de sinalizacdo imunologicas
extracitoplasmaticas sdo ativadas. Como consequéncia, ha inflamacdo do parénquima
hepatico e necrose hepatocelular. Este processo origina um ciclo de proliferacao celular e
regeneracao tecidual, levando a multiplicacdo dos hepatocitos e a fibrose. Como resultado,
o figado torna-se cirrotico, condicao patolégica que predispde o desenvolvimento do CHC.
Durante a evolucdo desse processo, ocorrem importantes alteracbes moleculares em
proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo intracelular, que em linhas gerais vao ativar
oncogenes e fatores de transcricdo, inativar proteinas supressoras tumorais e outros

mecanismo envolvidos no ciclo celular (4,36).

Na medida em que ocorrem 0s processos repetitivos de tentativa de reparacao, as vias de
sinalizacdo intracelulares, responsaveis pelos processos de crescimento, proliferacdo e
apoptose necessarios para restabelecer o equilibrio tecidual, podem ser alteradas por
modificacdes em suas proteinas decorrentes das alteracbes na cadeia de DNA dos
hepatocitos. Consequentemente, a célula exerce determinado comando repetitivamente,

sem gue haja resposta dos seus respectivos supressores tumorais, 0s quais sdo responsaveis
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pelo controle das atividades das proteinas presentes envolvidas no ciclo de vida da célula
(36,37).

As vias que controlam o ciclo vital celular sdo ativadas por meio de fatores de crescimento
especificos, que possuem afinidade pelo receptor de membrana existente na superficie da
célula. Dados experimentais evidenciam que estes podem ser encontrados em grande
quantidade no CHC, como a superexpressdo dos fatores de crescimento da familia TGF,
encontrados em diferentes vias de sinalizagdo intracelular (36).

Além dos fatores de crescimento, existem 0s supressores tumorais, envolvidos no
desenvolvimento do CHC, que teriam sido inativados pelos processos inflamatérios
recorrentes, como por exemplo, o retinoblastoma (Rb/p16) e a proteina homdloga da
fosfatase e tensina (PTEN), dentre outros (36). Em comparacdo com 0S 0oncogenes,
relacionados ao CHC, o0s supressores tumorais apresentam maior relevancia no
desenvolvimento tumoral. Estudos mostram inativacdo dessas proteinas em até 80% dos
casos de CHC (38,39).

O teldmero ¢é a porcdo terminal do cromossomo que possui uma sequéncia de DNA
repetitivo a qual tem a funcdo de contribuir para a manutencdo da integridade do
cromossomo. Quando uma célula se divide com os telomeros alterados, ha o risco de que
haja perda de informacdes para a preservacdo da estabilidade celular. Como citado, a
hepatocarcinogénese esta diretamente relacionada as hepatopatias crénicas e a cirrose, pela
inflamacéo continua. Esse dano continuo desencadeia estresse oxidativo e a tentativa de
correcdo do DNA, sendo que, o constante reparo pode ocasionar erros na replicacdo e,

consequentemente, mutacées em genes envolvidos no ciclo celular (36).

Da mesma forma que as demais neoplasias, 0 CHC desenvolve-se por alteracdes em genes
que podem iniciar o crescimento e imortalidade das células tumorais. Caracteriza-se pela
ocorréncia de diversos processos desencadeados por reparos no DNA pela presenca de
lesBes cronicas, na qual pode alterar estruturas génicas atuantes nas vias de sinalizacao
intracelular, como as encontradas no telémero, oncogenes e supressores tumorais. Sendo
assim, o conhecimento deste processo é fundamental para elucidar as atividades das vias
moleculares, pois sua manutencdo depende do equilibrio que pode ser afetado pela

hepatocarcinogénese.
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1.2.3- Vias de sinalizacdo intracelular associadas a hepatocarcinogénese

Com os avangos da ciéncia, tem-se conhecimento de que a carcinogénese ¢é ativada por
anormalidades nas vias de sinalizag&o intracelulares, e que a sua atividade na regulacéo do
ciclo de vida basico € alterada pela supressdo ou hiperexpressdo de algumas proteinas
importantes para a homeostase celular.

As vias de sinalizacdo encontradas até o presente momento sdo: via mediada pela
Wingless-B-catenina (WNT-p-catenina), Janus activated kinases/signal transducers and
activators of transcription (JAK/STAT), vascular endothelial growth factor receptor
(VEGF/VEGFR), platelet-derived growth factor receptor (PDGF/PDGFR), epidermal
growth factor receptor (EGF/EGFR), fibroblast growth factor receptor (FGF/FGFR),
insulin-like growth factor receptor (IGF/IGFR), hepatocyte growth factor/Met
(HGF/cMet), via da mammalian target of rapamycin (mMTOR) e MAPK (40,41) (Figura 1).

As duas Ultimas citadas sdo as mais estudadas e a via MAPK sera o foco deste estudo.

Membrana
Plasmatica

Ades3ocelular
Inibicdo da apoptose
Regulacd@odo ciclo devida
Proliferagdo celular
Angiogénese

Metastase

Membrana nuclear

Figura 1 — Vias de sinalizacao intracelular.

A via mediada pela WNT-B-catenina, encontrada ativa no CHC, é conhecida por atuar no
desenvolvimento de diversas neoplasias malignas, como o hepatoblastoma, melanoma e
cancer de mama (42-44). Pode ser dividida em dois tipos, WNT-B-catenina canbnica e

WNT-B-catenina ndo-canbnica. A primeira age no controle da proliferacdo e morfologia
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celulares, adesdo as células adjacentes e regeneracdo tecidual; ja a segunda, quando ha
descontrole do crescimento celular decorrente da atividade exercida pela via anterior, é
ativada e desencadeia processos de migragdo celular, invasdo tecidual e metastase (43). No
figado, € uma das vias de sinalizacdo mais ativas e age nas atividades metabdlicas dos
hepatdcitos, principalmente na proliferacdo celular. Assim, apresenta importante papel no

desenvolvimento hepético e na regeneragdo do 6rgao (45,46).

E mediada por receptores de membrana pertencentes a familia Frizzled. Para que a -
catenina entre e inicie a cascata de fosforilagcdo, os receptores precisam da sinalizacdo de
outra proteina que regula a sua acdo, que é conhecida como dishwelled. A B-catenina se
liga ao seu respectivo receptor e sinaliza para o interior da célula, agindo como um
coativador de fatores promotores de resposta de células T (TCF) (41,46,47). A proteina é
fosforilada pelo complexo APC/Axin/GSK3, exerce seu papel no controle homeostatico

celular e logo apos é degradada (41,46).

Quando a B-catenina estd em excesso € estocada no citoplasma e no nicleo e pode
desencadear desregulacdo da diferenciacdo e do ciclo celular. A acdo descontrolada dessa
via ocorre pelas variacbes moleculares decorrentes dos processos de cicatrizacéo repetidos
e tentativa de reparacdo do parénquima hepatico que sdo observados no quadro cirrotico
(41,46). Estudos mostram que este descontrole, pela via canbnica, pode iniciar a atividade

de outras vias de sinalizacdo, como a VEGF por exemplo (48).

A via de sinalizacdo JAK/STAT, por sua vez, age na regulacdo da homeostase celular pela
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. Pode ser ativada por inumeras
citocinas e fatores de crescimento envolvidos no ciclo celular; e estes desencadeiam
resposta inflamatdria tecidual por interleucinas e interferons atuantes nesse processo. As
citocinas de ativacdo induzem fosforilacdo das proteinas do complexo JAK (Jakl, Jak2,
Jak3 e Tyk2), proximas a membrana plasmatica, e quando ativadas desencadeiam
fosforilacdo das proteinas do complexo STAT (Statl, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5 e Stat6), que
logo apds se deslocam para o nucleo, local onde exercem a funcéo de fator de transcricéo

da expressao génica (49).

Em figados com parénguima normal, as atividades da via sdo encontradas sem alteracdes

das proteinas atuantes, mas quando ha anormalidades, sdo encontradas isoformas que
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alteram o ciclo homeostético celular (50). A fosforilacdo de proteinas analogas da Jak,
como Jakl e Jak2, foi encontrada em quantidades significativas em amostras contendo
CHC ou alteragdes morfoldgicas ndo neoplasicas. Isoformas das proteinas Stat também
foram encontradas em amostras de CHC, sendo que, em comparacdo dos parénquimas
tumoral e adjacente, estavam mais expressas no tumor; o que caracteriza a presenca de

alteracdes génicas que afetaram o ciclo celular habitual (49).

As vias mediadas pelos receptores VEGFR, PDGFR e FGFR atuam no controle da
angiogénese. Este evento é importante ndo s6 para o desenvolvimento corporal como na
embriogénese, mas também para 0s processos de crescimento tumoral e disseminacao
metastatica do CHC e outras neoplasias. As alteracGes ocorrem pela ativacdo de proteinas
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento do
fibroblasto (FGF), fatores inibitorios da atividade vascular como a trombospondina,

glicoproteina atuante na coagulacéo, dentre outros (51,52).

Estudos mostram que proteinas envolvidas na angiogénese foram encontradas em grande
quantidade em pacientes cirroticos que desenvolveram CHC. Esses receptores podem ser
ativados por proteinas das vias de sinalizacdo, que participam de processos como a
transducdo nuclear. Entre essas vias, destaca-se a MAPK e a PI3K-AKT-mTOR (40).

Apesar de haver semelhancas em suas fungdes, esses receptores exercem agdes distintas.

O VEGF é um agente mitogénico, presente no endotélio e atua na angiogénese, agindo na
formacdo, crescimento e desenvolvimento de vasos sanguineos (51,53). A producéo
excessiva dessa proteina pode ser estimulada pela baixa oxigenacdo desencadeada pelo
crescimento tumoral, o que leva o organismo a identificar a necessidade da formacao de
novos vasos sanguineos para a oferta adequada de oxigénio aos tecidos. Essa mediacao
ocorre pelo fator de inducdo de hipdxia 2-a. Além disso, outras formas de inicializacdo do
tumor podem ocorrer pela ativagdo do EGFR e por meio de fatores de inducdo da

oxigenacdo tecidual desencadeados pela via de sinalizacéo ciclo-oxigenase 2 (40,53,54).

Outro fator conhecido, o PDGF, é um mitdgeno importante que atua em células como as
do tecido conjuntivo. Esta proteina é uma molécula dimérica que contém pontes dissulfeto
e duas cadeias polipeptidicas — A e B —, estruturalmente similares, que possuem afinidade

por estruturas homodimeras e heterodimeras. Tem a fungdo de estimular a quimiotaxia e

24



reorganizar o sistema de filamentos de actina agindo diretamente nas mudancas da
motilidade e do formato das células (55,56). Além disso, atua no crescimento celular e
contribui para a ativacdo das vias de sinalizagdo responsaveis pela angiogénese em tumores
solidos, como a via MAPK no CHC (57).

Ja o fator de crescimento fibroblastico (FGF) pertence a um grupo constituido por 19
fatores de crescimento, que possuem papel fundamental na carcinogénese. Tem a fungéo
de estimular a proliferacdo celular por meio das vias MAPK e mTOR além de ter
participacdo nos processos angiogénicos. Neste caso, quando ha CHC, o complexo
formado pela juncéo do respectivo fator de crescimento com as vias moleculares apresenta
grande resisténcia aos tratamentos antiangiogénicos e, além disso, tem a capacidade de
estimular a formacdo de células estromais, potencialmente reduzindo a penetracdo de

quimioterapicos, eventos relacionados a resisténcia do tumor (58).

Além dos fatores citados anteriormente, outro que se destaca € o EGFR, um receptor
transmembrana, membro da familia de receptores do fator de crescimento epidérmico
humano (HER). Tem capacidade de se ligar a diferentes fatores de crescimento e contribui
para a diferenciacdo, adesdo e crescimento celulares; além disso, atua no ciclo de
sobrevivéncia da célula. Essas acdes acontecem por meio de uma cascata de ativacao de
proteinas pertencentes a importantes vias como MAPK e PI3K-AKT-mTOR (59). Séo
reconhecidas duas formas de ativacédo deste receptor: a heterodimerizacédo, na qual o EGFR
pode interagir com os outros receptores de sua familia (HER2, HER3 e HER4) criando
uma ponte de sinalizacdo dupla e a homodimerizacdo, em que ocorre interacdo de dois
receptores EGFR (59).

Outro importante fator de crescimento reconhecido na carcinogénese do CHC é o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). Nesse caso, as duas isoformas, IGF1 e IGF2
podem se ligar ao receptor, 0 IGFR1 e IGFR2. Além disso, outras seis proteinas de ligacao
(IGFBP1-6) auxiliam nas etapas iniciais de ativacao dessa via. Alguns estudos demonstram
que o IGF2 pode se ligar tanto ao seu respectivo receptor, IGFR2, quanto ao IGFR1; mas

essa Ultima interacdo se da com afinidade menor (60,61).

Evidéncias apontam expressdo génica aumentada do IGF2 no CHC, o que sugere a

participacdo desse complexo de proteinas na hepatocarcinogénese. A atividade desta via
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tem grande importéncia no desenvolvimento fetal e no ciclo de vida da célula, como, por
exemplo, apoptose e diferenciagdo (60,61). O IGF2 participa da ativacdo de vias de
sinalizag&o intracelular como MAPK e mTOR (40).

HGF/cMet atua tanto no crescimento tumoral, quanto nos processos de angiogénese e
invasdo tecidual. Essa atividade pode ser encontrada em diversas neoplasias, dentre as
quais 0 CHC (62). O cMet é um receptor de membrana do tipo tirosina quinase que contem
em sua composicao estruturas quimicas especificas que se ligam ao fator de crescimento de
hepatdcitos (HGF), uma molécula do tipo heterodimero dividida em duas estruturas —
cadeia a e cadeia . Estas trabalnham em conjunto para a formacdo da ponte dissulfeto,
necessaria para que a particula se ligue ao receptor e ative a cadeia de fosforilagdo celular
de diversas vias, como ocorre com as proteinas encontradas nas vias mTOR e MAPK (63).

Quando h& alguma anormalidade na sinalizacdo celular, podem ocorrer atividades
diferenciadas que causam danos ao organismo, como aumento da migragéo e proliferacao
celulares, desencadeamento de invasdo tecidual, aumento da capacidade de
desenvolvimento metastatico em células tumorais, dentre outros fatores. Estudos
evidenciam presenca do receptor cMet ativado mais expresso no tumor em comparacao
com o parénquima ndo tumoral adjacente, nos pacientes diagnosticados com CHC; além
disso, aumento da expressao deste receptor foi associado a diminuicdo da sobrevida dos
pacientes (63-65).

1.2.3.1- Principais vias de sinalizagdo intracelular atuantes no CHC

Drogas que atuam em alvos génicos especificos tém sido desenvolvidas para controlar o
crescimento tumoral de forma mais especifica, com menor impacto nas funcdes das células
saudaveis. Isso tem ocorrido gracas as descobertas das funcdes das vias de sinalizacao
génicas. Atualmente sabe-se que as vias encontradas no CHC com alta frequéncia sdo a

mTOR e MAPK, tornando-se alvos de muitos estudos.
A via mTOR ¢ responsavel por diversas funcdes celulares importantes para o organismo,

como a ativacdo de cascatas que controlam a apoptose e o ciclo de vida celular —

crescimento, proliferacdo e motilidade celular, eventos que sdo afetados na formacao
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tumoral (11,59,66,67). Pode ser ativada por varios fatores de crescimento responsaveis por

iniciar a fosforilacdo de proteinas, como citado anteriormente.

Diversos fatores de transicdo podem deflagrar a atividade dos receptores da
fosfatidilinositol-3-quinase  (PI3K) ocorrendo, subsequentemente, producdo de
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3b), um mensageiro lipidico que é responsavel por
ativar a AKT, uma molécula serina/treonina quinase que atua como regulador metabdlico
responsavel por fosforilar, quando ativada, a proteina mTOR e outras proteinas atuantes

em vias moleculares (68).

Tal via de sinalizacdo intracelular esta ativada em cerca de 50% dos pacientes portadores
de CHC (13) e esta associada a comportamento agressivo do tumor (13,69). O descontrole
das funcbes celulares pode levar ao distirbio do processo de apoptose, crescimento
descontrolado das células e formagdo do tumor. A AKT é um agente controlador de uma
proteina importante no ciclo celular e estudos apontam evidéncias do papel dessa proteina

como agente carcinogénico direto (66,67).

MAPK exerce importante papel na homeostase celular, regula e coordena as acdes que
ocorrem nas fases G1 e S da mitose — onde acontece a duplicacdo do DNA —, e realiza o
controle dos genes atuantes na transcricdo intracelular e proliferacdo celular (59). Além
disso, atua diretamente no ciclo de vida das células. A desregulacdo de algum processo da
cadeia de fosforilacdo pode acarretar sérios distirbios como transformacdo maligna da

célula afetada e desenvolvimento tumoral (68,70).

A MAPK faz parte de uma grande familia, na qual varios membros possuem papéis
cruciais na sinalizacdo intracelular, sendo os mais importantes: proteina reguladora
extracelular quinase (ERK) 1/2, Jun N-terminal quinase (JNK) 1/2/3, p38 o/B/y/6 ¢ ERK 5.
Para que determinada via desse grupo seja ativada € necessaria sinalizacdo transducional
realizada por receptores de membrana (RTK) ou por receptores G-protein-coupled
(GPCR), mas a maioria das vias MAPK ¢ ativada por proteinas pertencentes ao segundo

grupo de receptores em cascatas de ativacdo lineares (71).

Apos a ativacao da via por fatores de crescimento como descrito, ocorre a fosforilacdo de

um complexo de moléculas, denominadas GRB2/SHC/SQOS, que ativam a cascata de
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sinalizacdo das proteinas pertencentes & via (68). Quando se inicia a atividade desse
complexo, a primeira proteina a ser ativada € a GTPase pequena, RAS, e logo apds a
molécula serina/tirosina quinase RAF. RAF possui trés isoformas, A-RAF, B-RAF e C-
RAF, sendo que, assim como RAS, também possuem potencial oncogénico. Essas
proteinas possuem a fungdo de sinalizar para as demais o inicio e interrupgdo das funcdes
celulares exercidas pela via, atuando como reguladores do processo de transcri¢do (71-73).
A proteina RAF migra para a membrana por meio de processos de fosforilacdo e mudancas
enzimaticas, permitindo as proximas proteinas da cascata, MEK e ERK, sejam ativadas.
Essa cascata de sinalizacdo estad presente nas células somaticas exercendo a atividade
regular do ciclo homeostatico (71,73) (Figura 2).

PDNGF, HGF, VEGF, EGF...
IGF

Receptor Tirosinaquinase Membrana Plasmatica

; Bl
505 GRB2

IGFR

Membrana nuclear

Figura 2 — Via de sinalizacéo intracelular MAPK.

A via possui processos bioguimicos complexos devido ao grande nimero de componentes
e funcdes distintas realizadas por cada cascata formada. As proteinas pertencentes a via
ERK/MAPK possuem diversas isoformas (71,73). A proteina RAS, primeira atuante na
mediacdo intracelular da via ERK 1/2, pertence a familia de pequenas GTPases que contém
isoformas que atuam na regulacdo da homeostase celular, como a NRAS, HRAS e KRAS.
Sua acdo é estimulada por fatores de crescimento do tipo tirosina quinase, citocinas e

receptores hormonais que se ligam as suas isoformas acopladas a parte interna da
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membrana plasmatica e possuem a funcdo de controlar e definir os passos iniciais das

cascatas de fosforilacéo (71,74).

Quando ha alteracBGes estruturais, esses genes podem exercer atividade oncogénica,
atuando no desenvolvimento tumoral, como ja demonstrado no CHC em experimentos com
camundongos (67). Além da atuacdo na via MAPK mediada por ERK 1/2, RAS também
pode iniciar e regular as atividades de outras vias por ser ativada por fatores extracelulares
distintos, como os fatores de crescimento ja descritos neste texto. Um exemplo de sua
atuacdo em outras vias € a acdo na via mTOR pela fosforilacdo da PI3K (75).

Entre as isoformas da RAF, o BRAF é a mais frequente e mais importante — encontrada
com frequéncia em melanomas e cancer do colon —; entretanto, a presenca significativa das
mutacbes no gene RAF no CHC pode apresentar variacbes geograficas. Enguanto
Colombino et al. (76) detectaram o gene B-Raf V599E com mutagGes em 23% dos
paciente participantes de seu estudo na Italia, Tannapfel et al. (77) ndo encontraram
mutacdes em amostras de seus 25 pacientes na China (71,76,77).

A proteina extracelular mitégena quinase (MEK) possui duas isoformas, MEK1 e MEK2
que dependendo da acdo a ser exercida pela célula, uma delas sera a escolhida. MEK ¢é
responsavel por fosforilar e controlar a acdo da ERK, que também possui duas isoformas,
ERK1 e ERK2. Ambas sdo denominadas extracelulares por possuirem atividades que
controlam processos fora da respectiva célula na qual se encontram. ERK age no controle

de diversos substratos, tanto no citoplasma quanto no nucleo (54,73,78).

Diversos estudos evidenciam que, da mesma forma que RAS apresenta um padrdo de
expressao elevado, as proteinas MEK 1/2 e ERK 1/2 estdo expressas e ativas em maior
quantidade no tumor em relacdo aos paréngquimas adjacentes sem neoplasia (71). E um
estudo in vitro, realizado com cultura celular de quatro linhagens do tumor humano,
utilizou-se um inibidor especifico para MEK e obteve-se resultado satisfatorio — estimulos
como inibicdo do crescimento celular e apoptose foram encontrados com a administracédo

da droga, evidenciando assim, a acdo da via MAPK no CHC (79).

No caso do ERK, Lin et al. (81) e Lin e Yang (82) demonstraram em seus estudos que a

proteina ativada por periodos prolongados ocasiona na inibicdo de seu supressor mitogen-
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activated protein kinase phosphatase 1 (MPK-1). Em 2008, um estudo reforgou a atuagéo
de ERK sobre seu supressor e evidenciou a proteina aumentada no CHC, sendo que essa
inibicdo pode diminuir o tempo de sobrevida dos pacientes (80-82). Diante do exposto,
nota-se que a via MAPK exerce grande influéncia no atual dificil prognostico dos
portadores do CHC.

Como citado nesta pesquisa, diversos estudos tém evidenciado a atividade do VHB e VHC
na hepatocarcinogénese. E sabido que a proteina HBXx, pertencente ao genoma do VHB,
atua diretamente no desenvolvimento tumoral, sem que se desenvolva a cirrose. HBx pode
ativar diversas proteinas atuantes nas vias de sinalizacdo intracelular responsaveis pela
homeostase celular, como a via JAK/Stat, PI3K, MAPK dentre outras. (83)

Na via MAPK/ERK, esta proteina ativa a proteina RAS que, por sua vez, ativa a cascata de
sinalizacéo intracelular, como descrita neste trabalho. ERK 1/2 ativada desloca-se para o
nacleo e sinaliza para que haja o inicio da atividade dos fatores de transcrigdo participantes
dos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular como, por exemplo, c-fos, c-jus,
STAT3 e c-Myc. Além disso, ha evidéncias de que HBx aumenta os niveis de EGFR e,

desta forma, também ativa a via MAPK (83).

Ja o VHC, alguns estudos indicam a interacdo de proteinas virais na ativacao de desordens
da homeostase celular, como o estresse oxidativo, alteragdes no ciclo de ROS (releasing
reactive oxygen) — processos que ocorrem na inflamacdo tecidual (4,84). Durante o
processo inflamatorio, ocorre a formacdo de tecido fibrotico desencadeado por células
hepaticas estreladas (HSC) e, logo apos repetitivas lesdes e formacdes fibrosas, ha a
formacdo da cirrose. Alguns estudos indicam que a atividade das HSC pode ser realizada
por fatores de crescimento responsaveis pela ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular
encontradas na hepatocarcinogénese, como PDGF, por exemplo, atuante na via MAPK e
mTOR. Além disso, tais cascatas sdo ativadas e atuam na sinalizacdo para que ocorram
processos de apoptose e multiplicacdo celular, no momento do desenvolvimento cirrético

na tentativa de reparacdo tecidual (84).

Pesquisas indicam que proteinas nucleares do VHC podem influenciar na sinalizacao
intracelular para que haja crescimento e proliferacdo celular dos hepatécitos, mediada pela

via RaffMAPK, no momento da inflamacao crénica. Um estudo conduzido por Schmitz et
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al (69) demonstrou niveis elevados da proteina ERK 1/2 em pacientes portadores do VHC
acometidos pelo CHC quando comparados a pacientes portadores do VHB acometidos
pelo CHC. Além disso, um estudo conduzido por Sato et al (85) sugeriu que proteinas
virais do VHC poderiam ativar a via de sinalizagdo MAPK/ERK.

Apesar de haver dados que indicam a interacdo da proteina viral do VHC com o DNA
celular e a via MAPK, ainda n&o se sabe em qual momento do desenvolvimento tumoral
essa atividade ocorre, devido ao fato da formacdo do CHC ocorrer, a priori, pelo processo
inflamat6rio cronico da hepatite C. (86).

Recentemente, a partir dos avancos no conhecimento da assinatura genética e dos
mecanismos moleculares envolvidos no cancer, o CHC tem sido classificado em diferentes
subgrupos. Um deles é o CHC proliferativo, que pode ser ativado pelas proteinas RAS,
mTOR e insulin-like growth factor (IGF), estando, também, associado a infeccdo pelo

VHB e a progndsticos pouco favoraveis (4,87).

Alguns estudos sugerem, ainda, que o grupo proliferativo pode ser subdividido entre o
mediado pelo Wnt-transforming growth factor-g (TGFp), atuante no desenvolvimento
tumoral pelas células hepaticas progenitoras e o outro, estimulado por marcadores que

medeiam a atividade celular que apresenta expressao da alfafetoproteina (AFP) (4,87,88).

Diferentemente do proliferativo, o grupo ndo proliferativo possui caracteristicas mais
complexas em sua divisdo, mas possui um subgrupo definido por mutacGes encontradas no
CHC associado a hepatopatia etanolica e a infeccdo pelo VHC, como a identificada no
gene CTNNB1 presente na via Wnt/B-catenina (88). Devido a sua complexidade e
heterogeneidade, a classificagdo molecular do CHC ainda € pouco conhecida e avo de

diversos estudos (4).

Tendo em vista as particularidades das vias de sinalizacdo, a multiplicidade de receptores
transmembranas e fatores de transcricdo possivelmente envolvidos no CHC, percebe-se
que a hepatocarcinogénese é um processo complexo, heterogéneo e mal compreendido.
Tornam-se necessarios ainda mais estudos para tentar esclarecer melhor esses eventos, com

implicacdes terapéuticas importantes.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Caracterizar a expressdo histoquimica das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK da via MAPK
em amostras de CHC associado a cirrose hepética de diferentes etiologias.

2.2- Objetivos especificos

Relacionar as principais caracteristicas clinicas e patologicas dos casos de CHC.

Avaliar a expressdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK em amostras de CHC associado a

hepatopatia de diferentes etiologias e em parénquima hepatico cirrotico adjacente.

Comparar a expressdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK em amostras de CHC e de

parénquima cirrético adjacente.

Comparar a expressdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK em amostras de CHC conforme

a etiologia da hepatopatia subjacente.

Investigar associacdo entre 0os achados moleculares referentes as proteinas K-Ras, B-Raf e

MEK e os parametros clinicos, etiologicos e epidemiologicos dos pacientes com CHC.

Investigar associacdo entre os achados moleculares referentes as proteinas K-Ras, B-Raf e

MEK e os diferentes tipos histologicos de CHC.
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3- METODO

Trata-se de estudo descritivo, exploratério, de delineamento transversal realizado no
Departamento de Anatomia Patoldgica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
Este estudo faz parte da pesquisa “Associacdo do IGF1R (insulin-like growth factor-1
receptor) e de proteinas das vias MAPK e PI3K/AKT/mTOR aos diferentes tipos
etiolégicos de carcinoma hepatocelular” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG com numero de registro CAAE-44573615.7.0000.5149 (Anexo 1). Todos o0s
pacientes participantes, ou 0s responsaveis legais daqueles que ja faleceram assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

Foram estudadas amostras de figado (tumoral e ndo-tumoral proximo ao tumor) de 40
pacientes, maiores de 18 anos que receberam o diagnéstico de CHC associado a
hepatopatia cronica de diversas etiologias (sendo 10 amostras de cada uma das seguintes
etiologias: infeccdo pelo VHB, VHC, cirrose criptogénica e alcoolica) que foram
submetidos a transplante hepatico no Grupo de Transplante Hepatico do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG. As amostras selecionadas foram
colhidas e arquivadas no Servico de Anatomia Patoldgica e Necropsia do Hospital das
Clinicas da UFMG, no periodo de 2002 a 2016. N&o foram incluidas amostras inadequadas

ou insuficientes, tumores sincrénicos ou metacronicos e a variante fibrolamelar do CHC.

As informagbes clinicas foram obtidas dos prontuérios e registradas em protocolo

desenvolvido para este estudo (Apéndice B).

3.1- Tissue microarray

As amostras foram organizadas em blocos parafinados confeccionados com a técnica de
arranjo em matriz de amostras teciduais (tissue microarray) (1). A técnica consiste em
colocar amostras de diferentes pacientes em um bloco parafinado, possibilitando a analise
simultanea de diversas amostras. O bloco contém um controle que auxilia na identificacdo

do inicio da sequéncia amostral (Figura 3).
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Figura 3 - Blocos confeccionados com a técnica tissue microarray para as
amostras de carcinoma hepatocelular e parénquima hepatico adjacente ndo-
tumoral referente a cirrose de etiologias infeccdo pelo VHC, hepatopatia etandlica
e hepatopatia criptogénica.

3.2 — Imuno-histoquimica

As proteinas da via de sinalizacdo foram investigadas por imuno-histoquimica
empregando-se kit comercializado (Reveal Biotin-free Polyvalent HRP - Spring
Bioscience, Estados Unidos da América) segundo protocolo padronizado pelo Laborat6rio
de Patologia Molecular do Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da UFMG e as recomendacdes do fabricante como descrito a

sequir.

Laminas com cortes parafinados de 5um de espessura foram colocadas overnight na estufa
a aproximadamente 56°C, desidratadas em xilol e reidratadas em alcool etilico 100% e
80%. A recuperacdo antigénica foi realizada pelo aquecimento das laminas a 90°C no
vapor por 20 minutos em citrato de sddio 0,01M (pH 6,0).

Para o bloqueio da peroxidase foram adicionados as laminas aproximadamente 400 pl da
solucdo blogueadora com posterior lavagem em solucdo TRIS. Em seguida, foi adicionada
a mesma quantidade da solugdo de bloqueio da proteina repetindo o processo de lavagem

da etapa anterior. Foram, entdo, acrescentados os seguintes anticorpos primarios, diluidos

1- Andrade VP, et al. Tissue microarrays: high throughput and low cost available for pathologists. J Bras
Patol Med Lab 2007; 43: 55-60.
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em tampéo fosfato-salino (PBS): anticorpos policlonais de coelho anti-KRas (ABCAM,
ab180772, Reino Unido) na concentracdo de 1:100, anticorpos policlonais de coelho Raf-B
(Santa Cruz Biotechnology, sc-9002, Estados Unidos da América) na concentracdo de
1:100 e anticorpos monoclonal de coelho anti-MEK1 (ab32091, Reino Unido) na
concentracdo de 1:100. Apds incubacdo por duas horas, as laminas incubadas com o
anticorpo anti-MEK1 foram lavadas em solu¢do TRIS. Para a recuperagdo antigénica na
analise dos anticorpos anti-Raf-B e anti-KRas foi utilizado o tampdo EDTA (pH 8,0). As
laminas foram incubadas overnight e lavadas em solugcdo TRIS. Seguiu-se a adi¢do da
solucdo de bloqueio pds-primério e nova lavagem em TRIS.

Para a revelacdo da reacdo foram adicionados 400ul da solu¢do do polimero (Reveal
Biotin-free Polyvalent HRP - Spring Bioscience, Estados Unidos da Ameérica), por 30
minutos e lavadas. As laminas foram cobertas com aproximadamente 200ul da solucéo
reveladora contendo diamino-benzidina (DAB), cujo preparo foi 1ml do substrato para
cada 50ul do DAB, por 10 minutos. Apds lavagem, as laminas foram embebidas em
Hematoxilina de Harris por 15 segundos para contra-coloracéo, lavadas em agua corrente
por dois minutos, alcool etilico por dois minutos e xilol por um minuto. Em seguida foram

avaliadas por microscopia Optica.

3.3 - Escore imuno-histoquimico

Para discriminar as marcacgdes das proteinas, a analise microscépica foi realizada por dois
observadores — uma patologista e uma biomedica — em duas etapas: graduacdo da
intensidade da marcacao e quantificacdo do nimero de células marcadas. Logo em seguida
foi realizado célculo para definicdo da marcacdo de forma especifica, de acordo com a

sequinte férmula (2, 3, 4):

2- Chen L, Shi Y, Jiang C.Y, Wei LX, Wang YL, Dai GH. Expression and prognostic role of pan-Ras, Raf-1,
pPMEK1 and pERK1/2 in patients with hepatocellular carcinoma. EJSO 2011; 37:513-520.

3- Rakha EA, Abd El Rehim D, Pinder SE, Lewis AS, Ellis 10. E-cadherin expression in invasive non-
lobular carcinoma of the breast and its prognostic significance. Histopathology 2005; 46:685-693.

4- Lee KH, Min HS, Han SW, et al. ERCC1 expression by immunohistochemistry and EGFR mutations in

resected non-small cell lung cancer. Lung Cancer2008; 60:401-407.
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Escore imuno-histoquimico = graduacao da intensidade da marcagdo x quantificacdo do

nimero de células marcadas.

A intensidade da marcacao vista por microscopia dptica foi categorizada em ausente, fraca
e forte, enumeradas de 0 a 4 — sendo que a auséncia de marcacdo foi representada pelo
nimero 0, marcacdo fraca representada pelos nimeros 1 e 2 e a marcagdo forte pelos

ndmeros 3 e 4.

A quantificacdo do namero de células marcadas foi definida pela quantidade encontrada
por campo de acordo com a seguinte classificacdo:

1- 00 - 25%

2- 26 -50%

3- 51-75%

4- 76 - 100%

Para graduacdo do score final, foram definidos intervalos entre 0 e 16 adotando-se 0s

seguintes valores para a referéncia:

0-4 Marcacdo ausente
5-8 Marcacdo fraca
9-12 Marcacdo moderada
13-16 Marcacao forte.

3.4 - Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o software SPSS (18.0). As variaveis nominais foram
expressas como nimeros e percentagens; as variaveis continuas foram apresentadas como
mediana e intervalo interquartilico uma vez que ndo apresentavam distribuicdo normal
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparacdo das frequéncias foi usado o teste Z
ou teste exato de Fisher, quando pertinente. O teste de Mann Whitney foi usado para
comparacdo de medianas. A correcdo de Bonferroni foi aplicada quando necessario.

Valores de p <0.05 foram considerados significativos.
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RESUMO

Introducéo: Carcinoma hepatocelular (CHC), neoplasia de comportamento agressivo,
comum em adultos é iniciado, mais comumente, pela infeccdo pelo virus da hepatite B
(VHB) e pelos processos de regeneragdo do figado nas hepatopatias crénicas. Apenas 30-
40% desses tumores apresentam-se em estadios iniciais, passiveis de tratamentos curativos.
Para 0s casos mais avancgados, o tratamento sistémico esta indicado, mas h& poucas op¢des
disponiveis, o que refor¢a a importancia do conhecimento dos mecanismos da génese desse
tumor para mudancas nesse cenario. Uma das principais vias de sinalizacdo intracelular
que atuam na hepatocarcinogénese é a mitogen activated protein quinase (MAPK),
formada por alguns componentes que atuam como oncogenes, 0 que a torna alvo na busca
de novos tratamentos. Portanto, o objetivo deste estudo foi caracterizar, semi-
guantitativamente, a expressao das proteinas — K-Ras, B-Raf e MEK — da via MAPK no
CHC associado a diferentes tipos etiologicos de cirrose hepatica. Métodos: 40 amostras de
CHC decorrentes de hepatopatias de diferentes etiologias — VHB, virus da hepatite C
(VHC), hepatopatia alcoolica e hepatopatia criptogénica (10 amostras de cada) — foram
analisadas por imuno-histoquimica, investigando-se a expressdo das proteinas K-Ras, B-
Raf e MEK da via MAPK no tumor e parénquima cirrotico adjacente. Resultados: a
maioria dos pacientes (77,5%) era do sexo masculino e a idade mediana foi 58 anos. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos etiologicos em relacdo aos parametros
clinico-patoldgicos estudados. Nao se observou diferenca significativa na frequéncia de
expressdo das proteinas alvo quando se comparou o tumor e parénquima cirrdtico
adjacente. Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
frequéncia de expressdo forte/moderada das proteinas alvo, entre os grupos de cada
etiologia da hepatopatia crénica associada ao CHC. Quando os grupos foram analisados
considerando-se etiologia viral e ndo viral, observou-se associagdo inversa entre expressao
de B-Raf e invasdo vascular. Essa comparacdo também evidenciou expressao mais
frequente da proteina K-Ras nas amostras do primeiro grupo. Conclusdo: observou-se
associacdo inversa entre expressdo de B-Raf e invasdo vascular, bem como expressdo mais
frequente da proteina K-Ras no grupo de etiologia viral em relacdo ao grupo ndo viral. As
associacdes encontradas trazem a reflexdo sobre a heterogeneidade e complexidade do
CHC, sendo necessarios estudos adicionais para maior compreensdo e avaliacdo de tais

eventos no desenvolvimento desta neoplasia.
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INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC), segunda causa de morte por cancer no mundo, resulta
de inflamacdo cronica dos hepatdcitos por diversos fatores muito comuns no nosso meio,
como o virus da hepatite B e da hepatite C, alcool, hepatites auto-imunes e esteatohepatite
ndo alcodlica, dentre outros e representa um desafio para a oncologia (1). Mundialmente,
s&o mais de 750 mil casos diagnosticados por ano, com ampla variagdo da incidéncia entre
os paises (1). O Brasil é considerado um pais de incidéncia intermediaria, com cerca de
5.000 casos/ano, mas os dados séo considerados subestimados (2).

Em todo o mundo, apenas 30-40% desses tumores apresentaram-se em estadios iniciais da
doenca, sendo passiveis de tratamento potencialmente curativos. A terapéutica disponivel
atualmente compreende: procedimentos cirargicos, como o transplante hepatico (TH) ou
resseccao parcial do 6rgao e procedimentos locorregionais, como a ablacdo percutanea por
radiofrequéncia, que possuem potencial curativo; e o tratamento medicamentoso, como
quimioterapia e drogas alvo (2-4). O tratamento medicamentoso apresenta resultados
pouco satisfatérios, sem impacto no atual progndstico sombrio da neoplasia. Pacientes em
estddios mais avancados da doenca ou que tiveram recidiva do tumor apos tratamento

locorregional, tem sobrevida mediana entre oito e onze meses (4,5).

Estudo de fase Ill, controlado e randomizado em pacientes com CHC (Sorafenibe
Hepatocellular Carcinoma Assessment Roandomized Protocol - SHARP), publicado em
2008, demonstrou aumento inédito da sobrevida global dos portadores de CHC avancado
tratados com o sorafenibe (6). Essa droga é um inibidor multiquinase que atua nas funcdes
celulares primordiais e isso ocorre pela inibicao das atividades no ndcleo celular, mediadas
pela proteina Raf quinase, e também pelo bloqueio de proteinas tirosina-quinases presentes
na membrana plasmatica. Esse bloqueio permite que ocorram mudancas na vascularizacéo
e na proliferacdo do tumor (7). O sorafenibe tem sido utilizado no tratamento do CHC, mas
apresenta apenas beneficios modestos quanto ao prognéstico, uma vez que pacientes
tratados com essa medicacdo tém somente cerca de trés meses a mais de sobrevida. As
potencialidades terapéuticas desta droga tém instigado a continuidade das pesquisas em
relacdo aos agentes que atuam diretamente em vias de sinalizacdo intracelular para que seja
possivel o desenvolvimento de drogas que ajam a nivel molecular (6,8). No ultimo ano,

outro estudo fase Il foi publicado e mostrou aumento modesto em sobrevida global com o
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uso de outro inibidor multiquinase, o regorafenibe, desta vez em pacientes em segunda

linha de tratamento (9).

Atualmente, tem-se conhecimento da existéncia de varias vias de sinalizagdo intracelular
participantes do desenvolvimento tumoral. As vias mammalian target of rapamycin
(mTOR) e mitogen activated protein kinases (MAPK), sdo encontradas com alta
frequéncia no CHC (10,11). A via MAPK, por participar dos processos de crescimento,
proliferacdo celular e regulacdo do ciclo vital das células, tem sido amplamente estudada
(12-14).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é analisar a expressdo das proteinas
participantes da via de sinalizacdo intracelular MAPK em CHC associado a hepatopatias
de diferentes tipos etioldgicos e investigar associacao entre a expressdo dessas proteinas e

o0s dados relativos a etiologia da hepatopatia e epidemiologicos da amostra estudada.

METODO

Trata-se de estudo observacional, analitico realizado na Faculdade de Medicina e Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil, no qual se analisou 40 amostras de CHC associado a quatro diferentes tipos
etiologicos de cirrose hepatica — VHB, VHC, criptogénica e etandlica, sendo 10 amostras
de cada — em pacientes submetidos a TH e maiores de 18 anos. As amostras selecionadas
foram colhidas e arquivadas no periodo de 2002 a 2016. A presente pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE-44573615.7.0000.5149).

As amostras foram organizadas em blocos parafinados confeccionados com a técnica de

arranjo em matriz de amostras teciduais (tissue microarray) (15).
Imuno-histoquimica
A imuno-hitogquimica para identificacdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK foi realizada

de acordo com o protocolo padronizado no Laboratério de Patologia Molecular da

Instituicio em consonancia com as orientacbes do fabricante dos kits utilizados nos
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experimentos (Reveal Biotin-free Polyvalent HRP - Spring Bioscience, Estados Unidos da

América).

Laminas com cortes parafinados de 5um de espessura foram colocadas overnight na estufa
a aproximadamente 56°C, desidratadas em xilol e reidratadas em alcool etilico 100% e
80%. A recuperacdo antigénica foi realizada pelo aquecimento das laminas a 90°C no
vapor por 20 minutos em citrato de sddio 0,01M (pH 6,0).

Para 0 bloqueio da peroxidase foram adicionados as laminas aproximadamente 400 pl da
solugéo blogueadora com posterior lavagem em solucdo TRIS. Em seguida, foi adicionada
a mesma quantidade da solucdo de bloqueio da proteina repetindo o processo de lavagem
da etapa anterior. Foram, entdo, acrescentados 0s seguintes anticorpos primarios, diluidos
em tampéo fosfato-salino (PBS): anticorpos policlonais de coelho anti-KRas (ABCAM,
ab180772, Reino Unido) na concentracdo de 1:100, anticorpos policlonais de coelho Raf-B
(Santa Cruz Biotechnology, sc-9002, Estados Unidos da America) na concentracdo de
1:100 e anticorpos monoclonal de coelho anti-MEK1 (ABCAM, ab32091, Reino Unido)
na concentracdo de 1:100. Apos incubacdo por duas horas, as laminas incubadas com o
anticorpo anti-MEK1 foram lavadas em solugdo TRIS. Para a recuperacdo antigénica para
analise da reagdo dos anticorpos anti-K-Ras e anti-B-Raf foi utilizado o tampédo EDTA (pH
8,0). As laminas foram incubadas overnight e lavadas em solucdo TRIS. Seguiu-se a

adicdo da solucdo de bloqueio pds-primario e nova lavagem em TRIS.

Para a amplificacdo da reacdo foram adicionados 400l da solucdo do polimero (Reveal
Biotin-free Polyvalent HRP - Spring Bioscience, Estados Unidos da Ameérica), por 30
minutos e lavadas. As laminas foram cobertas com aproximadamente 200ul da solugéo
reveladora contendo diamino-benzidina (DAB), cujo preparo foi 1ml do substrato para
cada 50ul do DAB, por 10 minutos. Apds lavagem, as laminas foram embebidas em
Hematoxilina de Harris por 15 segundos para contra-coloracdo, lavadas em agua corrente
por dois minutos, alcool etilico por dois minutos e xilol por um minuto. Em seguida foram

avaliadas por microscopia optica.
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Score imuno-histoquimico

Para discriminar as marcacgdes das proteinas, a analise microscopica foi realizada por dois
observadores — uma patologista e uma biomédica — em duas etapas: classificacdo da
intensidade da marcacéo e classificagdo do nimero de células marcadas. Logo em seguida
foi realizado calculo para definicdo da marcacdo de forma especifica, de acordo com a
seguinte férmula: score imuno-histoquimico = graduacdo da intensidade da marcacdo x

quantificacdo do numero de células marcadas. (16-18).

A intensidade da marcacdo vista por microscopia éptica foi categorizada em ausente, fraca
e forte, enumeradas de 0 a 4 — sendo que a auséncia de marcacdo foi representada pelo
nimero 0, marcacdo fraca representada pelos nimeros 1 e 2 e a marcagdo forte pelos

ndameros 3 e 4.

A quantificagdo do nuimero de células marcadas foi definida pela quantidade encontrada
por campo de acordo com a seguinte classificagdo: 1(0-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) e 4
(76-100%).

Para classificacdo do score final, foram definidos intervalos entre 0 e 16 adotando-se 0s
seguintes valores para a referéncia: 0 — 4 marcacao ausente; 5 — 8 marcacao fraca; 9 — 12

marcacdo moderada; 13 — 16 marcacao forte.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o software SPSS (18.0). As variaveis nominais foram
expressas como numeros e percentagens; as variaveis continuas foram apresentadas como
mediana e intervalo interquartilico uma vez que apresentavam distribui¢cdo normal avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Para comparacdo das frequéncias foi usado o teste Z ou o teste
exato de Fisher, quando pertinente. O teste de Man Whitney foi usado para comparacao de
medianas. A correcdo de Bonferroni e foi aplicada quando necessario. Valores de p <0.05

foram considerados significativos.
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RESULTADOS

Anélise clinico-patoldgica

A maioria dos pacientes (77,5%) era do sexo masculino. A descricdo dos dados clinicos e
laboratoriais analisados neste estudo — idade, MELD (Model for End-stage Liver Disease)
(19), escore CHILD-Pugh (19), niveis sericos de AFP e tamanho dos n6édulos — encontra-se

na Tabela 1.

Tabela 1- Dados clinicos dos pacientes com carcinoma hepatocelular

Minimo 1° Quartil Mediana 3° Quartil Maximo

Idade (anos) 36,6 41,8 58,0 66,0 67,1
MELD 9,0 13,0 20,0 29,0 29,0
CHILD-Pugh 5,0 5,0 7,0 11,0 11,0
AFP (ng/mL) 2,2 3,15 8,7 513,0 2089,5
Tamanho dos nédulos (cm)* 1,0 1,3 2,75 55 5,58

MELD: Model for End-stage Liver Disease; CHILD: escore CHILD-Pugh.

*Determinado por exame macroscopico do figado explantado.
As demais caracteristicas anatomopatolégicas — nimero de nodulos, presenca de invasdo

vascular e grau de diferenciacdo segundo Edmondson e Steiner (20) — encontram-se

representadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas anatomopatoldgicas dos pacientes

Caracteristicas N(%0)

NUmero de nédulos

1 20 (50,0%)

2 8 (20,0%)

3 1 (2,5%)

4 4 (10,0%)

5 ou mais 5 (12,5%)
Invasdo vascular

Sim 8 (20,0%)

N4o 31 (77,5%)
Grau de diferenciagdo*

Baixo (I - 11) 32 (80,0%)

Alto (111 - 1V) 8 (20,0%)

* Segundo Edmondson e Steiner (20)

A analise referente ao tipo histolégico do CHC — trabelular, pseudo-acinar e solido — esta

representada na Tabela 3.

Somente trés pacientes apresentaram mais de um tipo histolégico com as seguintes

combinagdes: trabecular + pseudo-acinar, trabecular + sélido, trabecular + pseudo-acinar +

sélido.

Tabela 3 - Classificacdo histologica dos tumores de acordo com a hepatopatia cronica

VHB VHC Etandlica  Criptogénica Total*
Tipo histologico n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Trabecular 8 (66,7%) 4 (40%) 6 (54,5%) 6 (545%) 24 (54,5%)
Pseudo-acinar 2 (16,7%)  5(50,0%)  3(27,3%)  3(27,3%) 13 (29,5%)
Solido 2(16,7%)  1(10,0%) 2 (182%)  2(18,2%) 7 (15,9%)

Total* 12 (100,0%) 10 (100,0%) 11 (100,0%) 11 (100,0%) 44 (100,0%)

* Os pacientes que possuiram dois ou mais tipos histologicos foram contabilizados mais de

uma vez.

Observou-se o predominio dos tipos histolégicos, trabecular e pseudo-acinar.
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Anélise imuno-histoquimica

A marcacdo imuno-histoquimica das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK no tumor e
parénquima cirrético adjacente esté ilustrada nas Figuras 4-6. Ao se comparar a frequéncia
de expressdo forte/moderada das proteinas alvo no tumor e parénquima cirrético adjacente
ndo se observou diferenca (p = 0,847). O mesmo ocorreu quando se comparou a expressao
forte/moderada das proteinas no tumor segundo a etiologia da hepatopatia cronica
associada ao CHC (K-Ras p = 0,056, B-Raf p = 0,987, MEK p = 0,891).

b

Figura 4 — Expressdo das proteinas no tumor e parénquima cirrético. (a) K-Ras:
tumor e cirrose — marcacao fraca. Padréo histologico: solido; (b) K-Ras: tumor —
marcacdo forte, cirrose — marcacgdo fraca. Padrdo histoldgico: pseudo-acinar.
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Figura 5 — Expressao das proteinas no tumor e parénquima cirrético. (c) B-Raf: tumor e
cirrose — marcacao fraca. Padréo histologico: sélido; (d) B-Raf: tumor — marcacéo forte,
cirrose — marcacao fraca. Padréo histologico: pseudo-acinar.
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tumor e cirrose — sem marcacdo. Padrdo: trabecular; (f) MEK: tumor e cirrose —
marcacdo fraca. Padrdo: trabecular; (g) MEK: tumor — marcacéo forte. Padrdo:
trabecular.
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A seguir, realizou-se a analise considerando-se conjuntamente as etiologias virais (VHB e
VHC) e ndo virais (criptogénica e etandlica) e comparou-se a proporcdo das marcagdes
forte/moderada versus fraca/ausente entre esses dois grupos etiolégicos, como apresentado
na Tabela 4. Foi observada expressdo mais frequente de K-Ras na etiologia virdtica em
relacdo ao grupo formado pelas etiologias criptogénica e etandlica. Ndo se observou

diferenca em relacdo a frequéncia de expressao das outras proteinas.

Tabela 4- Comparacdo da expressao forte/moderada versus fraca/ausente das proteinas K-
Ras, B-Raf e MEK no tumor segundo as etiologias virais e ndo-virais
K-Ras B-Raf MEK
Etiologia* Sim Né&o Sim Né&o Sim Né&o
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Virais 7(35%) 13(65%) 5(25%) 15(75%) 2(10%) 18 (90%)
N&o-virais 0(0%) 20 (100%) 6 (30%) 14(70%) 0(0%) 20 (100%)
p-valor 0,002 1,000 0,737
Teste Exato de Fisher. *Virais (VHB e VHC); ndo virais (etandlica e criptogénica).

A comparagdo entre os dados clinicos dos pacientes e a expressdo forte/moderada das
proteinas K-Ras, B-Raf e MEK evidenciou expressao mais frequente da proteina B-Raf em
pacientes do sexo masculino (p = 0,01). N&o se observou diferenca em relagéo a frequéncia
de expressdo das outras proteinas. Houve associacdo entre idade inferior a 47 anos e

expressao forte/moderada da proteina K-Ras (p = 0,012).

A comparacdo entre as caracteristicas histopatoldgicas e a expressdo forte/moderada das
proteinas alvo investigadas neste estudo mostrou associacdo entre a auséncia de invasao
vascular e expressdo da proteina B-Raf (p = 0,04). Em relacdo a comparacgdo entre o tipo
histoldgico e a expressdo forte/moderada das proteinas K-Ras e MEK, ndo se observou

dferenca significativa.
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DISCUSSAO

O CHC, segunda causa de mortalidade por cancer no mundo, € mais frequente em homens
e sua incidéncia aumenta com a idade, sendo observado pico aos 70 anos. Em apenas 30-
40% dos casos, a doenca é diagnosticada em estadios mais precoces, passiveis de
tratamento local com intencdo curativa. Nesse cenério, o TH configura uma dos principais
opcOes terapéuticas. Além disso, como o diagndstico desta neoplasia pode ser estabelecido
por critérios imaginoldgicos e laboratoriais, ou seja, sem a necessidade de bidpsia, o figado
explantado possibilita o estudo de critérios morfoldgicos, histolégicos e moleculares do

tumor.

Diante dos diversos fatores etiol6gicos envolvidos, com ampla distribuicdo geografica no
mundo, o CHC é considerado uma doenca heterogénea, com comportamentos fenotipicos e
genotipicos diversos (21). Entre as etiologias mais prevalentes da hepatopatia de base,
estdo o VHB e VHC, consumo abusivo de alcool e outras causas ndo definidas, chamadas
criptogénicas.

Dessa forma, no presente estudo, foram avaliados parametros clinicos e
anatomopatologicos de 40 pacientes submetidos a TH como tratamento de CHC no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, 10 de cada um dos
principais grupos etiologicos, como descrito acima. De forma semelhante a epidemiologia
da doenca no mundo (1), no presente estudo, a idade mediana foi 58 anos e 0 sexo

masculino correspondeu a 77,5% dos pacientes analisados.

AFP ¢é o marcador tumoral mais utilizado para o estadiamento e rastreamento do CHC.
Muitas vezes o aumento desse marcador em paciente portador de hepatopatia cronica pode
ser a primeira alteracdo que permite chegar ao diagnostico de CHC. Os altos niveis séricos
desse marcador também possuem significado progndstico, especialmente em pacientes
candidatos ao TH. Estudos demonstram que AFP elevada esta associada a tumores de
comportamento mais agressivo, maiores diametros dos nddulos, invasdo vascular e pior
grau de diferenciacdo histologica (22,23). Entre os 40 pacientes analisados no nosso
estudo, o nivel sérico mediano da AFP foi de 8,7 ng/mL, o que pode ser considerado baixo,
ja que em muitos estudos, valores acima de 100 ng/mL sdo associados a maior risco de

recorréncia pés TH (24).
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No presente estudo, o tamanho mediano dos nddulos tumorais foi aproximadamente 2,8
cm. Em 50% dos pacientes, apenas um nodulo foi identificado no explante hepéatico. Por
outo lado, 12,5% possuia cinco ou mais nddulos. Sabe-se que, classicamente, a indicacao
do TH obedece aos critérios de Mildo, que limita essa op¢do de tratamento a pacientes com
apenas um nddulo até 5 cm ou até trés nddulos de até 3 cm. Nossos achados mostram que,
apesar desses critérios guiarem a indicacdo do TH, alguns pacientes estavam fora desses
critérios. O que poderia justificar esse fato € que no nosso estudo avaliou-se o tamanho e
namero dos nédulos no exame anatomopatolégico e, em geral, os critérios utilizados para a
indicacdo de THs em nosso servico sdo aqueles estabelecidos pelo consenso do Barcelona
Clinic Liver Cancer (BCLC) (19), que se fundamentam nos exames de imagem na fase
pré-TH. Devido as particularidades técnicas, pode haver discrepancias entre a interpretacdo
do tamanho do ndédulo ao exame contrastado e no figado explantado. Isso justifica até
mesmo o fato de nem sempre ser possivel identificar todos os nodulos hepaticos por meio

de imagens, particularmente 0s menores.

Em relacdo aos critérios histopatoldgicos do CHC, o grau de diferenciacdo celular, de
acordo com os critérios desenvolvidos por Edmondson e Steiner (20), a presenca de
invasdo vascular e o tipo histolégico sdo os principais parametros a serem analisados. Os
subtipos histolégicos trabecular, seguido de pseudo-acinar, sdo 0s mais prevalentes no
CHC, podendo estar presentes diferentes tipos num mesmo tumor (25,27). O maior grau de
diferenciacdo e a presenca de invasdo vascular estdo associados a0 comportamento mais
agressivo da doenca e maior risco de metastases. Entre os pacientes analisados no presente
estudo, 77,5% ndo apresentaram invasdo vascular e a maioria deles (80%) apresentava
baixo grau de diferenciacdo celular. Comparando-se as frequéncias dos tipos histologicos
encontrados, em relacdo as etiologias da hepatopatia cronica subjacente, o padrdo
trabecular foi evidenciado em sua maioria nas hepatopatias virais, VHB (66,7%) e VHC

(40%), seguidos das hepatopatias critptogénica (54,5%) e etandlica (54,5%).

A gravidade da hepatopatia cronica subjacente traduz o progndstico do CHC, além disso,
define as opcbes de tratamento para o paciente. Foram analisados os escores MELD e
CHILD-Pugh, utilizados pela European Association for the Study of the Liver (EASL), e
identificado que os pacientes apresentaram valores medianos relativamente baixos desses

escores (19). Isso sugere que 0S NOSsOS pacientes pertencem a um seleto grupo em que,
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além de se apresentarem em fase precoce da neoplasia, ndo apresentavam doenca hepatica
tdo grave, diferentemente do que ocorre na maioria dos casos, para 0s quais 0 TH ndo é
uma opc¢éo de tratamento. Importante destacar que, para pacientes com CHC, existe um
sistema de prioridades para alocacdo dos candidatos ao TH, em que a presenca do tumor ja
garante 20 pontos no escore de MELD, mesmo sem piora dos critérios laboratoriais que

definem esse escore (27).

Todas as caracteristicas, referentes ao quadro clinico da populacdo estudada, indicam que
0s pacientes apresentaram dados compativeis aos estagios iniciais do cancer. Estudos em
portadores de CHC em estadios mais avancados, como o realizado por Felipe-Silva et al
(25), apresentaram resultados diferentes. Nessa publica¢do, no qual se analisou 80 casos de
necropsias de pacientes com CHC, observou-se que em 53,8% havia quatro nédulos ou
mais, com tamanho médio de 4 cm. Além disso, foi identificado que 72,6% dos pacientes
apresentaram tumores nos estagios Il e 1V da classificagdo Edmondson e Steiner (25). As
diferencas dos achados daquela investigacdo em relacdo a presente, provavelmente estdo

relacionadas a selecdo dos pacientes — transplantados ou ndo transplantados.

Han et al (28) revisaram o prognostico de pacientes com CHC de acordo com a
heterogeneidade da diferenciacdo histologica, em diversos estudos, e observaram em
alguns deles que a histologia é uma importante ferramenta para a defini¢cdo da gravidade da
doenca e avaliacdo da sobrevida a longo prazo. Naquele mesmo estudo, os autores,
encontraram evidéncias de que a invasdo vascular esta associada ao alto grau de

diferenciacdo celular segundo a classificacdo Edmondson e Steiner (28).

Apesar de os critérios morfolégicos ajudarem na classificacdo da gravidade da doenca,
ainda ndo sdo precisos a ponto de definirem o possivel desenvolvimento metastatico e
definicdo do diagndstico. Varias vias e processos celulares tém sido implicados na génese e
progressao desses tumores (29). O estudo dessas vias pode direcionar melhor o diagnostico
e a definicdo do prognostico, além de possibilitar o desenvolvimento de novas formas de
tratamento. Uma das principais, a via MAPK, frequentemente ativada no CHC, possui um
importante papel no desenvolvimento tumoral. Existem varios pontos em que essa via pode
estar desregulada no CHC, seja por alteragdes genéticas ou mesmo epigenéticas
diretamente nas proteinas da via ou por meio de comunicacao cruzada com outras cascatas

de sinalizacao (30).
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Analisar a expressao das proteinas dessa cascata de sinalizagdo, e descrever a distribuicdo
comparativamente entre as diferentes etiologias sdo etapas importantes para o
entendimento dos mecanismos evolvidos na carcinogénese. No presente estudo, essa
expressdo foi estudada em amostras de figado transplantado, organizados em blocos
parafinados utilizando-se a técnica de microarray e analisadas pela imuno-histoquimica. A
associagédo inversa entre B-Raf e a invasédo vascular foi um dos importantes achados deste
estudo. Entretanto, outras publicagdes mostram que essa proteina esta associada a presenca
da invasdo vascular (31,32). Além do limitado tamanho amostral, os resultados apontados
no nosso estudo podem ser explicados pelo estagio inicial da doenca nos pacientes
analisados. 1Isso sinaliza a possibilidade de a expressdo dessa proteina ser um evento
gradativo no processo da hepatocarcinogénese, e, portanto, ser identificada mais expressa
em estadios mais avancados da doenca. Algumas pesquisas mostram que a proteina B-Raf
estd significativamente mais expressa em tumores de pacientes com pior prognostico
(31,32).

Outro achado foi a expressdao predominante da proteina B-Raf em pacientes do sexo
masculino. E sabido que a ocorréncia do CHC em pacientes deste sexo é mais frequente
mundialmente e, € interessante notar que, por Raf possuir potencial cancerigeno, B-Raf foi
encontrada hiperexpressa nesta populacdo. Colombino et al (31) observaram em sua
pesquisa, que foram encontradas mutacdes em B-Raf em 23% de seus pacientes do sexo

masculino, sendo que 74% da populacao de seu estudo é formada por pacientes deste sexo.

Além do B-Raf, outras isoformas dessa proteina podem estar presentes no CHC e
contribuir para a carcinogénese. Um estudo retrospectivo realizado por Chen et al (16)
demonstrou hiperexpressdao de RAF-1 em paciente com CHC devido ao VHB e ao VHC,
conferindo a esses pacientes pior prognostico da doenca. Entretanto, no nosso estudo foi
avaliado apenas o B-Raf, que é o mais prevalente, ndo tendo sido avaliadas outras

isoformas.

Dados da literatura apontam que as etiologias virais possuem papel importante no
desenvolvimento tumoral. Diversos estudos mostram que 0s agentes bioldgicos em
questdo, atuam de forma complexa nas interacGes das proteinas participantes da
homeostase celular na hepatocarcinogénese. Nesta pesquisa, 0s resultados encontrados sdo

compativeis com aqueles de outros estudos (16,33,34). A expressdo da proteina K-Ras,
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pertencente a familia Ras, foi evidenciada em maior frequéncia nos tumores de etiologia
viral, quando analisadas conjuntamente em relacdo ao grupo formado pelas etiologias
criptogénica e etandlica, o que reforca a necessidade de mais estudos direcionados ao
entendimento da interacdo entre 0s agentes etiolégicos das hepatites virais e a
hepatocarcinogénese.

Outro achado que vale destacar € que, nas etiologias virais, observou-se marcacgdo de pelo
menos uma proteina da via na maioria dos pacientes ou ndo houve uma expressao
sequencial de acordo com a posi¢cdo na cascata de sinalizacdo (Apéndice D), como
tradicionalmente era considerado. Isso reflete a possibilidade de comunicagdo cruzada
entre as proteinas de vias diferentes ou mesmo influéncia de fatores externos a via (30).
Além disso, a ativacdo de uma proteina por si sé pode modular a atividade da outra e,
portanto, a ordem da expressdo pode ndo obedecer a sequéncia conhecida (30).

Ao se analisar a expressdo forte/moderada das proteinas alvo deste estudo comparando-se
sua frequéncia de expressdo no tumor e no parénquima hepatico adjacente ao tumor, ndo
houve diferenca significativa. Da mesma forma, ao se comparar a frequéncia de expressao
dessas proteinas de acordo com as etiologias das hepatopatias cronicas, ndo se observou
marcacdo diferenciada dentre elas. Embora no nosso estudo a frequéncia de expressao
tumor versus cirrose adjacente ndo tenha apresentado diferenca estatisticamente
significativa, observou-se tendéncia de marcacdo mais intensa das proteinas no tumor nas
etiologias virais. Em contrapartida, nas etiologias ndo virais, evidenciou-se tendéncia de
expressdo mais intensa das proteinas no parénquima cirrético em relagdo a expressao

encontrada no tumor (Apéndice D).

Considerando-se que os fenbmenos genéticos ocorrem principalmente nas células
tumorais, o que levaria a diferencas na expressdo das proteinas envolvidas na
carcinogénese, ndo seria esperado maior marcacdo dessas proteinas no tecido cirrético
adjacente em relacdo ao tecido tumoral. Entretanto, é necessario destacar que, nos cortes
dos tecidos realizados no nosso estudo, apenas um nimero limitado de amostras permitiu a
avaliacdo do parénquima adjacente. Mas mesmo se esse achado fosse confirmado ao se
analisar o tecido cirrotico das demais amostras, esses dados podem ser explicados. 1sso

porque, considerando-se a sequéncia adenoma-carcinoma, 0 parénquima cirrotico
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adjacente ao tumor ja pode conter alteracbes moleculares que antecedem o

desenvolvimento do céncer, justificando a marcagédo no parénquima nao tumoral.

Importante destacar que a imuno-histoquimica permite avaliar semi-quantitativamente a
expressao de proteinas, que por sua vez é o produto final de eventos genéticos ou
epigenéticos. Entretanto, se a proteina estd expressa, mas de forma mutada, o anticorpo
utilizado para marcagdo da expressdo pode ndo reconhecer o epitopo da proteina alterada.
De qualquer forma, a técnica, que apresenta baixo custo e facil aplicabilidade e
replicabilidade, pode impulsionar o uso de estudos quantitativos especificos e

direcionados, como PCR em tempo real, Western blot, dentre outros. (35).

A forma com que as amostras foram agrupadas para ser realizada a imuno-histogquimica,
descrita como tissue microarray, em que pequenos fragmentos de diferentes pacientes
foram reunidos num mesmo bloco parafinado, pode ter exercido papel limitante nas
analises do estudo (15). Entretanto, essa técnica ja é utilizada ha alguns anos e é
considerada uma boa estratégia de pesquisa por proporcionar economia do material
estudado e dos insumos cientificos, agilidade no processo técnico, além de ser de facil

acesso e replicabilidade (15,25).

Considerando-se a heterogeneidade no arranjo histolégico no CHC, variacbes nas
atividades moleculares podem ocorrer de forma ndo uniforme ao longo do parénquima
hepéatico. Dessa forma, a representacdo do tumor e do parénquima hepético adjacente
amostrados acaba sendo limitada, e é possivel ponderar que esta técnica possa nao ser
adequada para amostras de maiores tamanhos em um mesmo bloco parafinado, devido a
limitacdo da area estudada. Além disso, essa limitacdo de amostragem pode justificar a
perda de material cirrético analisado levando a resultados falsamente negativos. O niUmero
amostral reduzido, associado a perda do parénquima cirrético adjacente ao tumor na
confeccdo das laminas e a pequena aliquota coletada para analise sdo fatores que podem ter

interferido nos resultados encontrados.

Em linhas gerais, nosso estudo mostrou que, em pacientes portadores de CHC submetidos
a TH, as etiologias VHB e VHC estdo associadas a maior expressdo do K-Ras em relacédo
aos pacientes com etiologia ndo viral (cirrose alcodlica e criptogénica), além da expressao

difusa das proteinas estudadas, o que sugere a interacdo diferenciada entre elas. 1sso abre
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perspectivas para o desenvolvimento de novos tratamentos e sinaliza a importancia de
individualizagdo da abordagem deste cancer de acordo com a etiologia da hepatopatia
cronica de base. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para se avaliar se esses achados
se mantém em fases mais avangadas da doenca, se essa expressdo é secundaria a atividades

de outras proteinas e se isso confere valor progndstico.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, et al. Cancer incidence and mortality worldwide:
Sources, methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer 2015; 136: E359-
E386.

2- Alves RCP, Alves D, Guz B, et al. Advanced hepatocellular carcinoma. Review of
target molecular drugs. Ann Hep 2011; 10: 21-27.

3- Bruix J, Sherman M. Management of hepatocellular carcinoma. Hepatology 2005,
42:1208-1236.

4- Llovet JM, Zucman-Rossi J, Pikarsky E, et al. Hepatocellular carcinoma. Nat Rev Dis
Primers 2016; 2: 1-23.

5- Galle PR, Forner A, Llovet JM, et al. European Association for Study of the Liver
EASL clinical practice guidelines. J Hepatol 2018; 69: 182-236.

6-Llovet JM, Ricci S, Mazzaferro V, et al. Sorafenib in advanced hepatocellular
carcinoma. N Engl J Med 2008; 359: 378-390.

7- Wilhelm SM, Adnane L, Newell P, Villanueva A, Llovet JM, Lynch M. Preclinical
overview of sorafenib, a multikinase inhibitor that targets both Raf and VEGF and PDGF
receptor tyrosine kinase signaling. Mol Cancer Ther 2008; 7: 3129-3140.

8- Wilhelm SM, Carter C, Tang LY et al. BAY 43-9006 Exhibits Broad Spectrum Oral
Antitumor Activity and Targets the RAF/MEK/ERK Pathway and Receptor Tyrosine
Kinases Involved in Tumor Progression and Angiogenesis. Cancer Res 2004; 64: 7099-
7109.

9- Bruix J, Qin S, Merle P, et al. Regorafenib for patients with hepatocellular carcinoma
who progressed on sorafenib treatment (RESORCE): a randomised, double-blind, placebo-
controlled, phase 3 trial. Lancet 2017; 389: 56-66.

10- Bruix J, Sherman M. Management of hepatocellular carcinoma. Hepatology 2005, 42:
1208-1236.

11- Bronte F, Bronte G, Cusenza S, et al. Targeted Therapies in Hepatocellular Carcinoma.
Curr Med Chem 2014; 21: 966-974.

62


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27158749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27158749

12- Shin JW, Chung Y-H. Molecular targeted therapy for hepatocellular carcinoma:
Current and future. World J Gastroenterol 2013; 19: 6144-6155.

13- Kudo M. Signaling Pathway and Molecular-Targeted Therapy for Hepatocellular
Carcinoma. Dig Dis 2011; 29: 289-302.

14- Roberts PJ, Der CJ. Targeting the Raf-MEK-ERK mitogen-activated protein kinase
cascade for the treatment of cancer. Oncogene 2007; 26: 3291-3310.

15- Andrade VP, Cunha IW, Silva EM, et al. Tissue microarrays: high throughput and low
cost available for pathologists. J Bras Patol Med Lab 2007; 43: 55-60.

16- Chen L, Shi Y, Jiang CY, Wei LX, Wang YL, Dai GH. Expression and prognostic role
of pan-Ras, Raf-1, pMEK1 and pERK1/2 in patients with hepatocellular carcinoma. EJSO
2011; 37:513-520.

17- Rakha EA, Abd EI Rehim D, Pinder SE, Lewis AS, Ellis 10. E-cadherin expression in
invasive non-lobular carcinoma of the breast and prognostic significance. Histopathology
2005; 46: 685-693.

18- Lee KH, Min HS, Han SW, et al. ERCCL1 expression by immunohistochemistry and
EGFR mutations in resected non-small cell lung cancer. Lung Cancer 2008; 60: 401-407.

19- European Association for the Study of the Liver. EASL Clinical Practice Guidelines:
Management of hepatocellular carcinoma. J Hepatol 2018; 69: 182-236.

20- Edmondson HA, Steiner PE. Primary carcinoma of the liver: a study of 100 cases
among 48900 necropsis. Cancer 1954; 7: 462-503.

21- Zucman-Rossi J, Villanueva A, Nault J-C, Llovet JM. Genetic Landscape and
Biomarkers of Hepatocellular Carcinoma. Gastroenterol 2015; 149: 1226-12309.

22- Margarit C, Charco R, Hidalgo E, Allende H, Castells L, Bilbao I. Liver
transplantation for malignant diseases: selection and pattern of recurrence. World J Surg
2002; 26: 257-263.

23- Ataide EC, Machado RR, Ribeiro MBC, et al. Correlacao do nivel de alfafetoproteina,
indice de sobrevida e recidiva tumoral em pacientes submetidos a transplante hepéatico. Arq
Bras Cir Dig 2011; 24: 43-47.

24- Pomfret EA, Washburn K, Wald C, et al. Report of a national conference on liver
allocation in patients with hepatocellular carcinoma in the United States. Liver Transpl
2010; 16: 262-267.

25- Felipe-Silva A, Wakamatsu A, Cirqueira S, Alves VAF. Immunohistochemistry panel

segregates molecular types of hepatocellular carcinoma in Brazilian autopsy cases. World J
Gastroenterol 2016; 22: 6246-6256.

63



26- Osorio FMF, Vidigal PV, Ferrari TC, Lima AS, GM Lauar, Couto CA. Histologic
Grade and Mitotic Index as Predictors of Microvascular Invasion in Hepatocellular
Carcinoma. Exp Clin Transplant 2015; 13: 421-425.

27- Freitas ACT, Shiguihara RS, Monteiro RT, Pazeto TL, Coelho JCU. Estudo
comparativo em pacientes cirroticos portadores e ndo portadores de carcinoma
hepatocelular submetidos ao transplante hepético: analise de MELD, do tempo em lista de
espera e da sobrevida. Arq Bras Cir Dig 2016; 29: 21-25.

28- Han DH, Choi GH, Kim KS, et al. Prognostic significance of the worst grade in
hepatocellular carcinoma with heterogeneous histologic grades of differentiation. J
Gastroenterol Hepatol 2013; 28: 1384-1390.

29- Llovet JM, Zucman-Rossi J, Pikarsky E, et al. Hepatocellular carcinoma. Nat Rev Dis
Primers 2016; 2: 1-23.

30- Mendoza MC, Er EE, Blenis J. The Ras-ERK and PI3K-mTOR pathways: cross-talk
and compensation. Trends Biochem Sci 2011; 36:320-8.

31- Colombino M, Sperlongano P, Izzo F, et al. BRAF and PIK3CA genes are somatically
mutated in hepatocellular carcinoma among patients from South Italy. Cell Death Dis
2012; 3: e259.

32- Garcia PP. Analise da expressdo dos genes FHIT e BRAF no carcinoma hepatocellular
em pacientes com hepatite C e cirrose e sua associacdo com dados anatomopatolégicos na
sobrevida. [dissertacdo (Mestrado em Patologia Médica)]. Minas Gerais: Faculdade de
Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais; 2014.

33- Delire B, Stérkel P. The RassMAPK pathway and hepatocarcinoma: pathogenesis and
therapeutic implications. Eur J Clin Invest 2015; 45: 609-623.

34- Dietrich P, Koch A, Fritz V, Hartmann A, Bosserhoff AK, Hellerbrand C. Wild type
Kirsten rat sarcoma is a novel microRNA-622-regulated therapeutic target for
hepatocellular carcinoma and contributes to sorafenib resistance. Gut. 2018; 67: 1328-
1341.

35- Srivastava S, Wong CW, Huak CY, et al. A morpho-molecular prognostic model for
hepatocellular carcinoma. Br J Cancer 2012; 107: 334-3309.

64



5- CONSIDERACOES FINAIS

O carcinoma hepatocelular € um cancer de comportamento agressivo e, apesar de ser
amplamente estudado, possui a génese heterogénea e complexa, ndo sendo totalmente
compreendida. Atualmente, sabe-se que diversas vias de sinalizacdo intracelular atuam em
sua génese e esse conhecimento possibilitou o estudo e o desenvolvimento de tratamentos
mais especificos. Apesar disso, 0s tratamentos citotoxicos convencionais ainda nédo
possuem eficacia significativa na sobrevida dos pacientes diagnosticados em estadios mais
avancados da doenca e a melhor compreensdo dos mecanismos que a envolvem €

importante para o desenvolvimento de novos tratamentos.

No presente estudo analisou-se a expressdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK,
pertencentes a via MAPK e atuantes na génese do CHC, no tumor e no parénguima
hepatico adjacente de pacientes que possuiam hepatopatias cronicas precursoras do tumor,
com o objetivo de caracterizar, semi-quantitativamente, e compreender a a¢do dessa via no

desenvolvimento do CHC.

A proteina K-Ras foi encontrada mais expressa em amostras de hepatopatias virais (VHB e
VHC) em relagéo as hepatopatias ndo virais (cirrose alcodlica e criptogénica). Esse achado
é compativel com os resultados encontrados em outros estudos que apontaram esse Vvirus

como agentes etioldgicos com alto potencial carcinogénico.

Além disso, as caracteristicas clinico-patolégicas e histopatoldgicas dos pacientes foram
analisadas e associadas as expressdes das proteinas estudadas. Pdde-se notar que as
caracteristicas clinicas dos participantes deste estudo sdo semelhantes aquelas observadas
nas fases iniciais do CHC, sendo que a maioria dos pacientes era do sexo masculino e com
idade mediana de 58 anos. Analisando-se os parametros histopatologicos em relacdo a
expressdo das proteinas, B-Raf foi associada inversamente a invasdo vascular.
Considerando-se que ha estudos demonstrando associacao entre a expressao dessa proteina
e invasdo vascular, esse achado no nosso estudo pode se dever ao fato de os tumores
estarem em fases mais iniciais. Portanto, sugere-se que a relacdo direta entre expressdo de
B-Raf e presenca de invasdo vascular pode ser considerada um evento gradativo, que

ocorre durante o desenvolvimento tumoral.
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Ainda que as expressdes das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK ndo tenham alcangado
diferenca estatisticamente significativa ao se comparar o tumor e o parénquima hepético
adjacente, notou-se visualmente a expressdo difusa das proteinas em quase todos os
pacientes — no tumor, no parénquima cirrético ou em ambos —, 0 que denota a participacao
ativa da via de sinalizacéo intracelular em quest&do, mesmo que n&o esteja ativada em sua
totalidade, ou que a sequéncia de fosforilagdo das proteinas nao seja previsivel, apontando

uma interacdo ndo sequencial entre elas.

Embora, as limitacGes relativas ao tamanho amostral reduzido e as técnicas utilizadas no
experimento possam ter interferido na analise global dos resultados, os achados
encontrados abrem perspectivas para o desenvolvimento de novos tratamentos e sinaliza a
importancia de individualizacdo da abordagem deste cancer de acordo com a etiologia da
hepatopatia cronica de base. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para se avaliar se
esses achados se mantém em fases mais avancadas da doenca, se essa expressao é

secundaria a atividades de outras proteinas e se isso confere valor prognostico.

66



APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Associacdo do IGF1R (insulin-like growth factor-1 receptor) e de proteinas
das vias MAPK e PISK/AKT/mTOR aos diferentes tipos etiolégicos de carcinoma
hepatocelular

O (A) Sr.(a) estd sendo
convidado(a) a participar, como voluntério(a), de um estudo cientifico com o objetivo
comparar a presenca da proteina mTOR em céncer de figado (carcinoma hepatocelular) de
diferentes causas. O estudo sera realizado em pacientes portadores desse tipo de cancer,
acompanhados no Hospital das Clinicas da UFMG. O céncer de figado representa
importante problema de satide em todo o mundo e apesar dos avan¢os do conhecimento
nos Ultimos anos, a sua origem ndo esta totalmente esclarecida. Este estudo podera
contribuir para o esclarecimento de mecanismos que participam do desenvolvimento do
cancer de figado.

Caso o(a) Sr.(a) concorde em participar da pesquisa, serdo coletados dados clinicos
constantes no seu prontudrio e sera feita a pesquisa das proteinas nas amostras desses
tumores obtidas durante cirurgia que o(a) Sr.(a) ja realizou.

Os pesquisadores manterdo em sigilo a identidade dos participantes, inclusive em
qualquer publicacdo resultante do estudo, garantindo-se total anonimato e
confidencialidade.

O (A) Sr.(a) podera recusar-se a participar da pesquisa, ou mesmo desistir de
participar da mesma a qualquer momento, sem que isso traga qualquer prejuizo a sua
assisténcia no Hospital das Clinicas. Antes de assinar esse termo, o(a) Sr.(a) deve
informar-se plenamente a respeito do estudo, ndo tendo medo ou timidez ao fazer
perguntas sobre qualquer assunto que queira esclarecer.

E importante ter conhecimento das seguintes informagdes sobre o estudo:

Objetivo do estudo: investigar o padrdo de expressdo da proteina mTOR em cancer de
figado de diferentes causas.

Procedimentos a serem realizados: se o(a) Sr.(a) for participar do nosso estudo, um
pesquisador coletard os dados clinicos e resultados dos exames complementares do seu
prontuario e preenchera um protocolo. Serdo realizados exames para pesquisa da proteina
mTOR no material retirado durante a cirurgia que vocé realizou e que se encontra
armazenado no Departamento de Anatomia Patoldgica e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da UFMG. Vocé ndo recebera nenhuma outra intervencdo por causa da pesquisa.
Riscos potenciais: ndo ha riscos significativos envolvidos em participar deste estudo, pois
sO utilizaremos dados ja colhidos e pequena parte do material retirado durante a cirurgia
que voceé ja realizou como parte do seu acompanhamento medico.

Beneficios: ndo ha beneficios em termos individuais imediatos. No entanto, esperamos
contribuir para um maior entendimento do cancer de figado.

O que devo fazer se tiver davidas ou perguntas: se vocé tiver qualquer pergunta, pode
fazé-la na consulta a seu médico ou telefonar para n6s. Vocé pode telefonar para

Dra. Teresa Cristina de Abreu Ferrari, no nimero (31)99984-6725, para biomédica Serena
Déafne do Carmo Silva ou para a Dr. Paulo Henrique Diniz, no namero (31)99659-1414.
Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como paciente da pesquisa, vocé devera
ligar para o Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (COEP/UFMG), no numero (31)3409-4592, situado a Av. Antbnio Carlos, 6627,
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Campus da Pampulha, Unidade Administrativa Il - segundo andar, sala 2005. CEP: 31270-
901, Belo Horizonte-MG; e-mail: coep@prpg.ufmg.br.

DECLARAQAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este formulério de consentimento (ou alguém o explicou para mim), todas as minhas
perguntas foram respondidas e concordo em participar deste estudo. Estou ciente de que eu
posso desistir do estudo a qualguer momento, sem perder o direito de receber cuidados
médicos. Nao receberei remuneracdo financeira para participar dessa pesquisa.

Nome do paciente:
Assinatura do paciente:
Nome do investigador que prestou as informacdes:
Assinatura e CRM do investigador que prestou as informacoes:
Data: / /
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Apéndice B — Protocolo de abordagem de pacientes a serem incluidos no estudo

Protocolo de abordagem de pacientes a serem incluidos na investigacdo do estudo
“Associacdo do IGF1R (insulin-like growth factor-1 receptor) e de proteinas das vias
MAPK e PI3K/AKT/mMTOR aos diferentes tipos etiolégicos de carcinoma
hepatocelular”

1. IDENTIFICACAO DO PACIENTE

1.1 Nome:

1.2 Registro: 1.3 ldade: DN:

1.4 Sexo: (M) (F) 1.5 Cor: (1) Branca (2) Parda (3) Negra
1.6 Estado Civil: (1) Casado (2) Solteiro  (3) Vilvo (4) Outro
1.7 Ocupacéo: 1.8 Procedéncia:

1.9 Naturalidade:
1.10 Endereco:
1.11 Telefone:

2. Dados clinicos
2.1 Historia da moléstia atual (idade ao inicio dos sintomas e ao diagnostico de cirrose):

2.2 Cirrose (1) Sim  (2) N&o Etiologia CHILD-PUG (A) (B) (C)
2.3 Antecedentes Pessoais

2.3.1 Etilismo (1) Sim (2) Néao (3) N/I  2.3.1.1 Habito (1) Atual (2) Pregresso (9) N/I
Se pregresso, interrompeu ha quanto tempo?
2.3.1.2 Quantidade (g/dia) 2.3.1.3 Duracao (meses)

2.3.1.4 Ingestdo diaria de alcool durante pelo menos 1 ano (1)Sim (2)Nao (9)N/I
2.3.2 Toxicomania (1) Sim (2) Nao

2.3.2.1 Tipo de droga (1) Parenteral (2) N&o parenteral (3) Intranasal

2.3.2.2 Habito (1) Atual (2) Pregresso (9) N/I 2.3.2.3 Duracéo (meses)
2.3.3 Transfusdo de sangue/hemoderivados (1) Sim (2) N&o (9) N/I

Se sim, h& quanto tempo?
2.3.4 Vida sexual ativa (1) Sim (2) Né&o (9) N/I NuUmero de parceiros/ano média
2.3.4.1 Heterossexualidade (1) Sim (2) Néo (9) N/I

2.3.4.2 Homo/bissexualidade (1) Sim (2) Nao (9) N/I

2.3.5 Hepatite prévia (1) Sim (2) Nao (9) N/I

2.3.6 Contato com portadores de hepatite viral (1) Sim (2) Néo (9) N/l

2.3.7 Tatuagens, piercings (1) Sim (2) Ndao (9) N/I

2.3.8 Antecedentes cirargicos (1) Sim (2) Néo (9) N/I
Data: Cirurgia:
2.3.9 Contato com aguas naturais (1) Sim (2) Nao (9) N/I

2.3.10 Exposicdo ambiental a solventes ou outras hepatotoxinas (1) Sim (2) Nao (9) N/I
2.3.11 Outras doencas associadas: (1) Sim (2) Ndao (9)N/I
Qual(is)

2.3.12 Medicamentos em uso (ou uso pregresso relevante)

2.4 Antecedentes familiares (1) ausente (2) irméo (3) pais (4) filho (5) outros (9) N/I
Qual (is):
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3. EXAMES COMPLEMENTARES
SOROLOGIA - HEPATITE B

Data

HBsAg

Anti HBc IgM

Anti HBc IgG

HBeAg

Anti HBs

Anti HBe

HBV DNA

Marcadores doenga autoimune

Data

FAN (titulo)

FAN (padréo)

Fator reumatoide

Antimusculo liso

Anti-LKM1

Anti-SLA

QOutros

EXAMES DE IMAGEM

US abdominal (_/ /)

SOROLOGIA - HEPATITE C

DATA

Anti HVC

Genotipo

RNA(PCR)(quantitativo)

RNA(PCR)(qualitativo)

Data

Bilirrubinas (T/D/1)

Albumina

RNI

TGO

TGO

Alfafetoproteina

Outros

Doppler abdominal (_/ /)

TC abdominal (_/ /)

RM abdominal (_/ /)

ANATOMIA PATOLOGICA

Exame n° Data /
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Apéndice C — Protocolo para analise histolégica
Exame microscopico

Tipo histoldgico

NUmero de nédulos neoplasicos: Maior medida
Distribuicdo dos nodulos neoplésicos: unilobar bilobar
Padréo histolégico: Padrao trabecular Pseudo-acinar
Sélido Fibrolamelar
Fibrose:

Inflamacdo tumoral (> 5 célulasinflamat6rias/HPF ou agregados cels infl):

___sim__ ndo
Necrose: ___ sim___ ndo
Padrdo citoloégico: __ hepatocitico ___celulas claras
____oncocitico ___ Células fusiformes
___ ceélulas gigantes ____pleomorfico
Mitoses: HE KI67
Caracteristicas intracelulares:  esteatose (___ leve ____moderada ____acentuada)
____Pigmento biliar ___ Corpusculo de Mallory
___Vidro fosco ____Gloébulos hialinos
____Degeneracao baloniforme
Outra:
Grau de diferenciacdo (Edmondson-Steiner modificado): _ Baixo grau (Grau I/11)

____Alto grau (Grau HI/1V)
Extensdo da neoplasia:
Céapsula: __ livre ____invadida focalmente
____invadida difusamente ~___ pseudocéapsula
Presenca de embolizacdo venosa ou linfaticaem HE: _ Nao Sim

Presenca de embolizacdo venosa ou linfatica em IMUNO:
CD34 __ Ndo ___ Sim DIH40 _ N&o ___ Sim

Presenca de invasdo de elementos hilares: N&o Sim
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Presenca de metéstase em linfonodos: ___ sim___ ndo
No de linfonodos:
Margens de ressec¢do: __ livres _ comprometidas __ incerta
Diagndstico incidental ___Nao ___Sim
Parénquima hepético ndo tumoral:
__Histologicamente dentro dos limites da normalidade
____AlteracBes secundarias a processo expansivo intraparenquimatoso
___Presenca de hepatopatias crnicas nao cirroticas

Cirrose:

«  Grau de atividade inflamatoria

«  Marcadores etioldgicos

*  Nodulos displasicos
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Apéndice D — Expresséo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK no tumor e parénquima hepatico

adjacente de acordo com a etiologia da hepatopatia cronica.

1 - Expressdo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK nas etiologias virais
VHB

Proteinas
K-Ras B-Raf MEK

Pacientes Tumor Cirrose Tumor Cirrose Tumor Cirrose

1 12 4 6 9 8 8
2 12 - 9 - 0 -
3 4 4 6 3 0 0
4 12 - 6 - 2 -
5 4 - 6 - 4 -
6 4 - 4 - 0 -
7 6 4 2 4 0 0
8 4 - 12 - 4 -
9 1 - 0 - 0 -
10 6 2 16 9 16 6
VHC
Proteinas
K-Ras B-Raf MEK
Pacientes Tumor  Cirrose ~ Tumor Cirrose  Tumor  Cirrose

11 12 3 16 3 1 -
12 12 - 4 - 3 3
13 12 2 0 2 0 1
14 4 4 4 4 9 12
15 8 8 12 12 2 8
16 1 1 8 2 1 -
17 4 4 4 1 1 -
18 8 - 8 - 0 4
19 12 2 3 0 0 0
20 4 4 6 6 0 0

Classificacdo: 0-4 ausente; 5-8 fraco; 9-12 moderado; 13-16 forte.
73



2- Expresséo das proteinas K-Ras, B-Raf e MEK nas etiologias néo virais

Criptogénica

Proteinas

K-Ras B-Raf MEK

Pacientes Tumor Cirrose Tumor Cirrose Tumor Cirrose

21 4 8 16 12 3 3
22 2 2 1 2 1 0
23 3 2 8 3 0 0
24 1 - 9 - 0 0
25 3 0 3 - 0 0
26 3 4 4 8 0 4
27 3 4 2 4 0 1
28 3 2 12 - 0 -
29 1 0 1 2 1 1
30 8 - 6 - 1 3
Etanolica
Proteinas
K-Ras B-Raf MEK

Pacientes Tumor Cirrose Tumor Cirrose Tumor Cirrose

31 1 1 9 - 0 -
32 2 1 1 - 0 -
33 1 1 16 6 8 -
34 1 2 8 9 4 4
35 4 - 12 - 1 -
36 4 1 6 - 1 -
37 0 1 4 12 0 0
38 8 4 2 6 0 4
39 1 - 8 - 4 -
40 0 - 6 12 0 0

Classificacdo: 0-4 ausente; 5-8 fraco; 9-12 moderado; 13-16 forte.



ANEXOS

Anexo 1 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Sl
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto:

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 28 de julho de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "Associagao
do IGF1R (Insulin-Like Growth Factor-1 Receptor) e de proteinas

& 3 i 5 i Lt
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Anexo 2 — Declaragédo de aprovacgéo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO U F
ADULTO

13
e

FOLHA DE APROVACAO

ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS KRAS, BRAF E MEK DA VIA DE
SINALIZAGAO INTRACELULAR MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASES
(MAPK) NO CARCINOMA HEPATOCELULAR ASSOCIADO A HEPATOPATIA
CRONICA DE DIFERENTES ETIOLOGIAS

SERENA DAFNE DO CARMO SILVA

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Po6s-Graduagiio em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito para
obtengdio do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, érea de
concentragio CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO.

Aprovada em 10 de agosto de 2018, pela banca constituida pelos membros:
Towwe  Gedicme A Fnea

Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari - Orientadora
UFMG

Dy x\x\!-c\;%gﬁ\u:{\j,/

Profa. Paula\Vieira Teixeird\Vidigal - Coorientadora

Prof. Marcelg’Dias Sanches

MG -
Ztua NUDAGen £
Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral
UFMG

.

Belo Horizonte, 10 de agosto de 2018.




