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RESUMO

O carcinoma hepatocelular (CHC) é responsavel por mais de 90% das neoplasias malignas
priméarias do figado. Doencas hepaticas cronicas predispdem ao CHC, promovendo o
desenvolvimento de fibrose, cirrose e alteragdes na transducdo de sinal intracelular. Varias
funcdes hepaticas sdo reguladas pelo calcio intracelular (Ca®*), incluindo proliferagdo e morte
celular. O receptor de 1,4,5-trifosfato de inositol (ITPR) é o canal exclusivo de liberacdo
intracelular de Ca®* no figado. A luz do fato de que a expressdo de ITPR3, uma isoforma
ausente em hepatdcitos normais, € um evento comum na patogénese e desenvolvimento do
CHC, nossa hipdtese é que os tumores estabelecidos mantém sua expressao, contribuindo para
manutencdo. Aqui, foram avaliadas 53 amostras de figado de CHC e dados clinicos de
pacientes afetados por trés diferentes etiologias: virus da hepatite C (HCV), doenca hepética
alcodlica (DHA) e cirrose criptogénica (CC). Hematoxilina e Eosina (H & E), para contagem
de figuras mitdticas, e imuno-histoquimica para coloracdo de ITPR3 e ssDNA, foram
utilizados para avaliar a intensidade da expressdo deste canal de célcio e perfil apoptético,
respectivamente. A correlacdo entre ITPR3 e pardmetros clinicos foi avaliada comparando as
médias da intensidade da coloracdo ITPR3 no tumor e no parénquima cirrético com 0s
parametros clinicos e percentagem de apoptose ou mitose. Os resultados mostraram que a
intensidade da coloracdo de ITPR3 se correlaciona inversamente com os indices mitéticos e
com a porcentagem de apoptose em todas as etiologias de CHC analisadas. Além disso, 0
indice mitdtico correlacionou-se significativamente com a apoptose. Juntos, esses dados
mostram um evento intracelular compensatorio subjacente a hepatocarcinogénese, que
envolve ITPR3, onde mais mortes devido a apoptose levam a proliferacdo e manutencdo do
tumor. Portanto, concluimos que a expressdo de ITPR3 é um evento comum em todo o
processo de hepatocarcinogénese ao estabelecimento de tumores, influenciando a proliferacéo

e a morte celular por apoptose.

Palavras-chave: Cancer, mitose, apoptose, calcio, figado.



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts more than 90% of primary malignant neoplasms of
the liver. Chronic liver diseases predispose to HCC, promoting the development of fibrosis,
cirrhosis and changes in intracellular signal transduction. Several liver functions are regulated
by the intracellular calcium (Ca®"), including proliferation and cell death. Inositol 1,4,5-
triphosphate receptor (ITPR) is the exclusive channel of intracellular Ca?* release in the liver.
In light of the fact that ITPR3 expression, an isoform absent in normal hepatocytes, is a
common event in pathogenesis and development of HCC, our hypothesis is that established
tumors maintain its expression, functioning in its progression. Here, 53 HCC liver samples
and clinical data from patients affected by three different etiologies were used: hepatitis C
virus (HCV), alcoholic liver disease (ALD) and cryptogenic cirrhosis (CC). Hematoxylin and
Eosin (H&E), for counting mitotic figures, and immunohistochemistry for staining ITPR3 and
ssDNA, were used to evaluate the intensity of this calcium channel expression and apoptotic
profile, respectively. The correlation between ITPR3 and clinical parameters was evaluated by
comparing the means of the ITPR3-staining intensity in the tumor and in the cirrhotic
parenchyma with the clinical parameters, and percentage of apoptosis or mitosis. The results
showed that the intensity of ITPR3 staining inversely correlates with the mitotic indexes, and
with percentage of apoptosis in all HCC etiologies analyzed. In addition, the mitotic index
significantly correlated with apoptosis. Together, these data show a compensatory
intracellular event underlying hepatocarcinogenesis which involves ITPR3, where more
deaths due to apoptosis lead to proliferation and tumor maintenance. Therefore, we conclude
that ITPR3 expression is a common event throughout the process of hepatocarcinogenesis to

tumor establishment, influencing proliferation and cell death by apoptosis.

Keywords: Cancer, mitosis, apoptosis, calcium, liver.
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1- INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC), hepatocarcinoma ou hepatoma, é responsavel por
mais de 90% das neoplasias malignas primarias que acometem o figado (KUMAR, et al.,
2014). Ela é a sexta doenca maligna mais frequentemente diagnosticada no mundo e tem
apresentado importante aumento de sua incidéncia, tornando-se a quarta causa mais comum
de mortalidade relacionada ao cancer (GLOBOCAN, 2018). O CHC é o resultado da
transformacdo maligna de hepatdcitos e os principais fatores de risco sdo a ingestdo excessiva
de dlcool, infeccdo pelos virus da hepatite B (HBV) ou hepatite C (HCV), sindromes
metabolicas genéticas (EL-SERAG & RUDOLPH, 2007), esteato-hepatite ndo alcoolica,
hepatite autoimune, cirrose biliar priméaria e exposicdo a carcin0genos ambientais como a
aflatoxina B (THOMAS; ABBRUZZESE, 2005). Embora sejam etiologias diferentes, todas
estas doencas tem em comum o desenvolvimento de fibrose, cirrose e consequente alteracao
na transducdo de sinais intracelulares (WANG et al., 2014).

O fon célcio (Ca?*) é um poderoso segundo mensageiro intracelular, que participa da
secrecdo biliar, expressdo génica, metabolismo energético, controle do ciclo celular e da
regeneracdo hepatica (AMAYA et al., 2013; CRUZ et al., 2010; GOMES et al., 2008). O
receptor inositol 1,4,5- trifosfato (ITPR) é o canal exclusivo de liberacdo de célcio intracelular
expresso no figado, localizado no reticulo endoplasmatico dos hepatécitos (BERRIDGE et al.,
2000), e também no reticulo nucleoplasmatico regulando a sinalizacdo de Ca®** no nucleo
(ECHEVARRIA et al., 2003). Trés isoformas de ITPR sdo descritas em humanos e roedores
(PATEL et al., 1999; WOJCIKIEWICZ, 1995). Essas isoformas, possuem variagdo de
expressao, distribuicdo subcelular e propriedades biofisicas (YULE et al.,1997). Em
hepatocitos, ITPR do tipo 1(ITPR1) e 2 (ITPR2) sdo as isoformas predominantes durante a
homeostase (CRUZ et al., 2010; HIRATA et al.,2002).

O ITPR3 néo é encontrado em hepatocitos em condi¢des normais (DUFOUR et al.,
1999). Porém, a linhagem imortalizada de hepatocarcinoma (HepG2) apresenta expressao
significativa de ITPR3 (LEITE et al., 2003). Colonécitos normais apresentam o mesmo perfil
de expressdo e distribuicdo subcelular das isoformas de ITPR que os hepatdcitos, mas o
carcinoma colorretal apresenta a expressdo de ITPR3 no limite invasivo do tumor, e isso
confere & doenga uma maior agressividade, menor susceptibilidade & apoptose e maior
capacidade proliferativa (SHIBAO et al., 2010). J& em doencas hepaticas gordurosas ndo

alcoolicas (NAFLD), observa-se a diminuicdo da expressdo de ITPR2 em hepatocitos
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(KHAMPHAYA et al., 2018). Além disso, o aparecimento do ITPR3 € conhecido como um
evento comum no desenvolvimento do CHC, com papel importente na patogénese
(GUERRA, MATEUS et al., 2019). Em conjunto, esses dados mostram que determinadas
condicdes patoldgicas podem modular o perfil de expressdo e a localizacao subcelular destes
receptores.

Portanto, a proposta deste estudo foi examinar o perfil de expresséo da isoforma 3 do
ITPR (ITPR3) em amostras de CHCs humanos estabelecidos, explantados e decorrentes de
infeccdo por virus da hepatite C (HCV), doenca hepética alcoolica (DHA) e cirrose
criptogénica (CC) e correlacionar a expressdo de ITPR3 com pardmetros clinicos dos
pacientes, visto que a expressao e distribuicdo subcelular do ITPR é essencial para determinar
a perfil de efeitos dos sinais de Ca2" nos epitélios (HERNANDEZ et al., 2007; MINAGAWA
et al., 2007).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

» Caracterizar o perfil de expressdo de ITPR3 em amostras de CHCs humanos

associados a cirrose hepatica oriundas de infeccdo pelo virus da hepatite C, doenca
hepatica alcodlica e cirrose criptogénica.

2.2 - Objetivos especificos

» Comparar a expressdao de ITPR3 em amostras de CHCs entre as trés hepatopatias
analisadas;

» Investigar a associacdo entre os achados moleculares referentes ao ITPR3 com 0s
parametros clinicos dos pacientes com CHC;

» Investigar associagdo entre os achados moleculares referentes ao ITPR3 e as
caracteristicas anatomohistopatoldgicas do tumor.
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3 - REFERENCIAL TEORICO

3.1 - Carcinoma Hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC), atualmente, é a sexta doenca maligna mais
frequentemente diagnosticada no mundo, com cerca de 841.080 novos casos diagnosticados
por ano, e apresenta importante aumento de sua incidéncia, tornando-se a quarta causa mais
comum de mortalidade relacionada ao cancer, com uma estimativa de 782.000 novas mortes
até o final do ano de 2018 (GLOBOCAN, 2018). Segundo o Observatorio Global do Céancer
da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 2040 esses nlimeros podem ser ainda mais
drésticos, com uma estimativa de incidéncia atingindo 1.361.836 novos casos e 1.284.252
mortes por ano (OMS, 2018).

Assim como as demais malignidades, o CHC surge quando ha mutacdes em genes de
uma célula que passa a ter capacidade proliferativa indiscriminada (GOMES et al., 2013). As
doencas hepaticas crbnicas ainda sao as principais causas que predispoem ao CHC, incluindo
infeccdo viral crénica pelo virus da hepatite B (HBV) ou C (HCV), sindromes metabolicas
genéticas (EL-SERAG et al., 2007), esteato-hepatite ndo alcodlica, hepatite autoimune,
cirrose biliar primaria e exposi¢do a carcinégenos ambientais como a aflatoxina B (THOMAS
& ABBRUZZESE, 2005). Embora sejam etiologias diferentes, todas essas doencas tém como
interseccdo o desenvolvimento de fibrose, cirrose e consequente alteracdo na transducdo de
sinais (WANG et al., 2014).

A fibrose € caracterizada pelo processo normal de cura de lesGes hepaticas, resultando
em uma continuacdo anormal da fibrogénese, dando origem ao encapsulamento ou a
substituicdo do tecido lesionado por uma cicatriz constituida por coldgeno (SCHUPPAN &
AFDHAL, 2008). A progressdo da fibrose apresenta taxas variaveis dependendo da causa da
doenga hepética, fatores ambientais e do individuo (SCHIFF; MADDREY; REDDY, 2017).
A cirrose é o estadiamento avancado da fibrose hepética que é acompanhada pela deturpacgéo
da vascularizacdo hepética. Tal alteracdo leva ao desvio do suprimento portal e do sangue
arterial para as veias centrais, prejudicando a troca entre 0s sinusdides e o parénquima
hepéatico adjacente (SCHUPPAN & AFDHAL, 2008; FRIEDMAN & SCHIANO, 2012).
Histologicamente, a cirrose € caracterizada por septos fibroticos vascularizados que ligam os
tratos portais entre si e com as veias centrais, formando ilhas de hepatdcitos delimitadas em
nodulos que sdo desprovidos de uma veia central. Esse desarranjo tecidual promove

consequéncias clinicas como o comprometimento da fungdo dos hepatocitos, aumento da
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resisténcia intra-hepética (hipertensdo portal) e o desenvolvimento de CHC (SCHUPPAN &
AFDHAL, 2008). O conjunto desses eventos reflete um cenario do mundo ocidental, onde
90% dos casos de CHC surgem em associacdo com a cirrose (FORNER et al., 2018). A
inflamacéo cronica e a regeneracdo de hepatdcitos que ocorrem na cirrose ocasionam danos
ao DNA (acido desoxirribonucleico), potencializando as chances de alteracdes genéticas e
epigenéticas relacionadas a hepatocarcinogénese (HO et al., 2016; SHIRAHA et al.,2013).

A instabilidade genémica é um evento chave em canceres humanos, incluindo o CHC,
podendo ocasionar ganho ou perda em cromossomos de diferentes extensdes ou mutagdes
somaticas no genoma (HO et al., 2016). Além disso, polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) foram elucidados como contribuintes para o risco de CHC. SNPs influenciam o risco
de CHC em diversas faces da doenca, incluindo predisposicdo a fatores de risco (por exemplo,
hepatite viral, ingestdo de alcool ou obesidade), a gravidade da hepatopatia crénica e sua
evolugdo para cirrose, ou para a malignicidade e tumorigénese (NAHON et al., 2012). A
maioria dos polimorfismos relacionados ao desenvolvimento do CHC na hepatopatia cronica
estd associada a fatores de risco especificos, ou seja, ha intima relacdo entre a natureza da
exposicdo a agentes carcinogénicos, 0 contexto genético e 0 mecanismo de
transformacao/proliferacdo de hepatocitos (BRESSAC et al., 1991). H& um evento primordial
durante a transformacdo maligna da cirrose que, possivelmente, envolve hepatocitos
danificados envoltos por fibrose e vascularizados principalmente pelo sistema porta que os
transforma em células potencialmente proliferativas, vascularizadas por neovasos arteriais
com capacidade invasiva e metastatica (FARAZI & DEPINHO, 2006). Este processo envolve
maltiplas etapas, por uma sequéncia de lesbes: cirrose/nodulos displasicos de baixo grau
(LGDN)/ no6dulos displésicos de alto grau (HGDN)/ CHC inicial/ CHC progressivo/ CHC
avancado (PARTY et al., 2009).

Diversas evidéncias destacam a importancia do telémero e da telomerase na cirrose e
na tumorigénese (SATYANARAYANA; MANNS; RUDOLPH, 2004). Os telémeros séo
sequéncias de DNA que protegem as extremidades dos cromossomos onde se localizam
(CALADO & YOUNG, 2009). Durante a divisédo celular, tais sequéncias encurtam, levando a
senescéncia e apoptose celular (FARAZI & DEPINHO, 2006). A enzima telomerase é
primordial para a sintese de telémeros e é constituida de TERC (Componente de RNA da
Telomerase), 0 molde de RNA (&cido ribonucleico), e de TERT (Transcriptase Reversa da
Telomerase), a porgdo enzimatica limitante do complexo (GUNES & RUDOLPH, 2013). Em
tecido hepatico humano, a telomerase ndo € expressa em hepatdcitos maduros. Visto que o

tecido cirrético apresenta encurtamento dos teldbmeros com a consequente senescéncia
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replicativa, mutacdes em TERT, promovendo a diminuicdo da atividade da telomerase, estéo
associadas a maior probabilidade de cirrose (HARTMANN et al., 2011). Em humanos, a
reativacdo da telomerase ocorre em mais de 90% dos casos de CHC devido a mutacdes
somaticas (54%-60%), amplificacOes de TERT (5%-6%) (TOTOKI et al., 2014) ou insercédo
do HBV em TERT (SUNG et al., 2012). Esses eventos mostram que a mutagdo do promotor
TERT ¢é a alteracdo genética somética primordial durante a sequéncia de transformacao
(ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

O CHC desenvolve-se gradativamente, sendo observado no figado como uma
formacdo nodular. Quando associado a cirrose hepética, geralmente desenvolve-se a partir de
um nddulo regenerativo hepatocitario, formando um pequeno foco displasico monoclonal
milimétrico que se expande, acumulando mutacGes que, entdo, levam a formacdo da massa
tumoral (CHEDID et al., 2017; ROSKAMS & KOJIRO, 2010). Essa massa pode se
apresentar como um tumor unifocal, multifocal ou difusamente infiltrativo (KUMAR et al.,
2014). Todas as varia¢Oes apresentam grande potencial de invasdo vascular (CHEDID et al.,
2017).

Histologicamente, o CHC pode apresentar diversos subtipos, morofologicamente
heterogéneos (EDMONDSON & STEINER, 1954; SCHLAGETER et al., 2014). No geral, as
células tumorais de CHC proliferam em cordGes de diferentes espessuras, sendo recobertos
por células endoteliais, mas, outras disposi¢cdes arquitetbnicas sdo observadas associadas a
uma variabilidade citolégica (MACSWEEN et al., 2011). Uma diversidade de subtipos de
CHC especificados por diferentes caracteristicas histologicas e de facil reconhecimento foram
afigurados (SALOMAO et al., 2010). Os principais subtipos histolégicos do CHC sao
trabecular (70%), so6lido (20%), pseudo-glandular (10%) e macrotrabecular (1%) (MARTINS-
FILHO et al., 2017). Essa estratificacdo histologica inclui também o carcinoma fibrolamelar
(CRAIG; PETERS; OMATA, 1980; KLEIN et al., 2005), linfoepitelioma (GOLDIE et al.,
1995), esteatohepatite (SALOMAO et al., 2010), hepatocolangiocarcinoma (TORBENSON,
2017) e o subtipo com marcacao para celulas-tronco/progenitoras (FATOUROU et al., 2015),
todos com importancia prognoéstica independente. InvestigacBes recentes sublinharam
caracteristicas clinicas, bioldgicas e moleculares diversas relacionadas a esses fenétipos e
subtipos, com implicacdes clinicas legitimas (CALDERARO et al., 2017; TAN et al., 2017).

O subtipo macrotrabecular-macico foi recentemente descrito, definido pela
organizagdo macrotrabecular (>50%), apresentando mais de seis células de espessura. Esse
fendtipo foi relacionado a tragos de pior prognéstico, como tamanho do tumor, nivel de AFP,

nodulos satélites e invasdo vascular e, sozinho, foi eleito um fator preditivo independente de
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recorréncia tumoral. Os dados progndsticos advindos dos subtipos histolégicos reforcam as
potenciais vantagens da biopsia para reiterar sua importancia (ZIOL et al., 2018).

Essa gama fenotipica tumoral envolve a ativacdo de diferentes vias oncogénicas. Um
estudo recente sequenciou 0 genoma de uma série de 343 tumores de pacientes acometidos
por diversas hepatopatias subjacentes (CALDERARO et al., 2017). Foi observado que
mutacdes no CTNNB1 estiveram associadas a manutencdo de marcadores de diferenciagéo e
funcdo hepatocelular, baixa expressdao de AFP e baixa capacidade proliferativa em contraste
com 0 CHC ndo mutado. Somado a isso, também foi constatada uma importante deturpacéo
na expressao de transportadores de sais biliares, auxiliando o estabelecimento de um fenétipo
colestatico nesses tumores. No mesmo trabalho, os experimentos mostraram a associacao de
mutagdes no TP53 com o maximizacdo da proliferacdo celular, transicdo epitélio-mesenquima
e ativacdo angiogénica. Mutacbes em TP53 foram significativamente associadas com o
subtipo macrotrabecular-macico, com caracteristicas histoldgicas agressivas. Esses resultados
reforcam a existéncia da agregacdo de caracteristicas clinicas, genéticas e patoldgicas na
classificacdo dos subtipos histolégicos do CHC (CALDERARO et al., 2017).

O sistema de classificagdo das variagOes estruturais do CHC feita por Edmondson e
Steiner (1964) é o mais utilizado dentro da rotina clinica, sendo um dos pardmetros para o
prognostico da doenca. Tal classificagdo possui quatro graus, variando de acordo com o grau
de diferenciacdo das caracteristicas celulares, como tamanho do nucleo, formato da célula,
relacdo nucleo-citoplasma e presenca de hipercromasia (EDMONDSON & STEINER, 1954;
SCHLAGETER et al., 2014):

e Grau I: no geral, as células apresentam distribuicdo trabecular, organizadas em
fileiras ou conjuntas, em forma de haste, com citoplasma abundante e atipias nucleares
minimas, assemelhando-se, portanto, ao parénquima hepatico normal; geralmente é
encontrado em tumores nodulares de células pequenas;

e Grau II: ha pleomorfismo nuclear de maior intensidade e hipercromasia, nucléolos
evidentes, citoplasma abundante e eosinofilico;

e Grau IlI: atipias nucleares mais evidentes e acompanhadas de angulacédo
significativa;

e Grau IV: ha pleomorfismo intenso e presenca de células gigantes.
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Tais caracteristicas podem diversificar entre pacientes e até mesmo entre diferentes
nodulos presentes em um Unico paciente. Isso é decorrente devido aos inimeros fatores que
influenciaram para o desenvolvimento tumoral, como o0s retratados anteriormente
(SCHLAGETER et al., 2014).

Geralmente, a minoria dos casos de CHC esta apta a alguma intervencdo cirurgica com
possibilidade de cura. Quando ndo h& nenhum tipo de tratamento sobre o tumor, ele costuma
crescer progressivamente, originando uma massa de células malignas que minimiza a funcao
hepética e gera metastases intra e extra-hepaticas (KUMAR et al., 2014). Nesse contexto, 0
paciente costuma falecer em um tempo médio de 10 meses, devido a caquexia, hemorragia de
varizes esofagicas ou géstricas, insuficiéncia hepatica ou, com menos frequéncia, devido a
ruptura do tumor com hemoperiténio (KUMAR et al., 2014). Isso evidencia a importancia do
diagnostico precoce, aumentando a gama de opcles de tratamento que podem levar a
melhores resultados (BALOGH et al., 2016).

Os métodos avaliativos para o escaneamento do CHC abrangem testes radiograficos e
marcadores soroldgicos (BALOGH et al., 2016). Pacientes que estdo dentro de um quadro de
risco para CHC devem ser submetidos a rastreamento regular. Essa rotina possibilita o
aumento da sobrevida para pacientes com cirrose hepatica (BRUIX et al., 2016). A
ultrassonografia (US) ndo compreende o uso de radiacBes ionizantes, sendo amplamente
disponivel e de simples aplica¢do (KEE & LU, 2017). O exame possui uma sensibilidade que
varia de 60-80%, e especificidade superior a 90% em pacientes cirréticos. Devido a isso, essa
metodologia é adotada para rastreamento de CHC, geralmente com uma rotina a cada seis
meses (CLAVIEN et al., 2012; GALLE et al., 2018).

A andlise de a-fetoproteina (AFP), um antigeno oncofetal que tem como principal
funcdo a regulacdo do metabolismo de &cidos graxos em células adultas fetais e em
proliferacdo (AGNI, 2017), analisada juntamente com US, tem se apresentado como um dos
métodos mais amplamente utilizados para 0 acompanhamento do CHC nas ultimas décadas.
Em conjunto, os exames aumentam a sensibilidade para deteccdo do CHC para 90-99% com
aceitavel decréscimo da especificidade (CHANG et al., 2015). A deteccdo de formacdo
vascular deturpada, cirrose, multiplos nddulos, baixo grau histoldgico, marcadores de funcao
hepatica elevados e altos niveis de AFP contribuem para um quadro de pior progndstico
(TSOULFAS et al., 2012). O limite normal frequentemente adotado é de 20 ng/mL, pois
niveis de AFP em individuos saudaveis raramente excedem essa concentracdo (BALOGH et
al., 2016). Uma sensibilidade minimizada de AFP acontece em les6es pequenas de CHC,

estando aumentada em contexto de hepatite aguda, cirrose, colite, tumores de células
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germinativas e colangiocarcinoma intra-hepatico. Concentragdes de AFP acima de 400 ng/mL
podem ser categdricas no diagndstico de CHC (MASUZAKI & OMATA, 2011), sendo que
ao ultrapassar 1000 ng/mL ha aumento de recorréncia e diminuicéo da sobrevida (DUVOUX
et al., 2012; LEWIN et al., 2015). Essa abordagem em vigilancia do CHC ja foi demonstrada
como sendo custo-efetiva, independente da incidéncia da doenca (LIN et al., 2004). O fator de
crescimento endotelial (VEGF) e a angiotensina 2 (Ang2) também podem ser biomarcadores
com valores de progndstico independentes em tumores avancados nao tratados (LLOVET et
al., 2012).

A tomografia computadorizada (TC) é o método usado para diagndstico definitivo
com contraste endovenoso e/ou ressonancia magnética (RM). TC realizada através de
multidetectores apresenta sensibilidade em torno de 68% e especificidade de 93% quando
comparada ao exame anatomo-patologico. A RM se mostra similar, com sensibilidade de 81%
e especificidade de 85% (COLLI et al., 2006), podendo potencializar sua eficacia quando sdo
utilizados meios de contraste hepatoespecificos (CHEDID et al., 2017). Porém, alguns
nodulos entre 1 a 2 cm podem se mostrar indeterminados nos exames de imagem. No entanto,
estudos mostram que uma proporc¢do significativa desses ndo apresenta histologia maligna e,
portanto, é improvavel que progrida para CHC durante o acompanhamento por imagem.
Desta forma, a possibilidade de um exame por bidpsia para confirmacdo do diagnostico de
todos os nddulos indeterminados seria consideravelmente desnecesséria (HEIMBACH et al.,
2018). Em especial, devido aos riscos de sangramento, hemoperitonio, disseminacdo de
células tumorais e a possibilidade de que a amostra seja negativa devido a falha na obtencao
do tecido representativo do nddulo (CHEDID et al., 2017; HEIMBACH et al., 2018). Outras
alternativas de diagnostico nesses casos incluem imagens de acompanhamento, exames de
imagens com uma modalidade alternativa ou agente de contraste e o direcionamento para um
centro de especialidade (HEIMBACH et al., 2018). Quando o diagndstico é positivo para
CHC, a verificacdo por TC de térax é indicada como exame adicional de estadiamento
(CLAVIEN et al., 2012). Pacientes identificados com CHC em estagio avancado, possuindo
invasdo macrovascular e/ou metéstases, devem ter uma abordagem de prognéstico e de
tratamento dependente da severidade da cirrose, extensdo da invasdo vascular e metastases e
do status de desempenho do paciente (HEIMBACH et al., 2018). Aqueles que apresentam
cirrose hepatica e CHC sem lesdes metastaticas distantes e linfonodais locais, assim como
cirréticos com hepatopatia crénica em estagio avancado, poderdo ser indicados ao transplante
hepético (TH) (CHEDID et al., 2017).
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O CHC apresenta-se como Unica indicacdo geralmente aceita para a realizacdo de
transplante de 6rgdos sdlidos em céancer. Além disso, 0 TH como método curativo do CHC
representa um protétipo para outros contextos indicativos de transplante em diversas
condicdes de cancer que afetam o figado (MAZZAFERRO et al., 2018). A perspectiva de
sobrevida em cinco anos para aqueles que passam pelo TH para CHC e que estdo dentro dos
critérios convencionais de Mildo (tumor Unico de até 5¢cm, ou até 3 nddulos de até 3cm cada,
sem invasdo vascular) (BENJAMIN et al., 2018; MAZZAFERRO et al., 1996; SA et al.,
2016; TORRES et al., 2016) esta presente em 65-80% dos casos, apresentando uma vantagem
de sobrevivéncia quando comparados aos pacientes que estdo além dos limites dos critérios
(MAZZAFERRO et al., 2011). O Critério de Mildo é a diretriz mais confidvel para o
transplante em caso de CHC, tanto em paises ocidentais quanto nos orientais (GALLE et al.,
2018). No Brasil, ndo ha a ado¢do da pratica de TH caso o paciente com CHC esteja fora
desses critérios (CHEDID et al., 2017). No entanto, hé& evidéncias de que alguns pacientes,
que excedem os parametros dos Critérios de Mildo, também possam ser contemplados com o
transplante (MAZZAFERRO et al., 2011).

O modelo para doenca hepatica terminal (MELD) foi adotado no Brasil em 2006
(FERREIRA et al., 2015; MS, 2009). O escore MELD minimo requerido para a entrada na
lista de espera de TH para pacientes adultos é de 11 pontos, mas a maioria dos centros
geralmente colocam pacientes para lista de espera quando 0s mesmos atingem escores MELD
acima de 15 pontos (BITTENCOURT et al.,, 2016). Essa politica de alocacdo de figado
diminuiu o tempo de espera para o TH, reducdo na mortalidade e aumento das taxas THs
realizados em adultos para CHC (FREEMAN et al., 2004), inclusive no Brasil
(SALVALAGGIO et al., 2012). Além disso, ndo foi observado nenhum declinio nas taxas de
sobrevida pos-transplante (CHAIB et al., 2014). Mesmo com as alteracdes nos dados
demogréaficos de doadores no Brasil, ndo foi observado alteracBes nos resultados poés-
transplante ap6s a implementacdo de MELD. Portanto, adogdo do MELD apresentou sucesso
para alocacdo de TH em paises em desenvolvimento (SALVALAGGIO et al., 2012).

Estudos ja confirmaram que o TH € a terapia com maior potencialidade de curar o
CHC (MURALI et al., 2017). Sendo assim, o TH deve ser considerado sempre que possivel,
exceto quando a idade e comorbidades inviabilizarem a metodologia cirurgica (GALLE et al.,
2018). No entanto, a escassez de orgdos doados se apresenta como um fator limitante
importante do TH, juntamente com a auséncia de um delineamento de estratégias eficazes
para a distribuicdo equilibrada dos érgdos disponiveis entre as indicacdes de cancer e néo-

cancer (GALLE et al., 2018). Pacientes candidatos a TH com CHC na fila de espera, se ndo
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tratados, estdo expostos ao risco de progressdo e aumento da severidade da doenga enquanto
esperam, potencializando o risco de mortalidade no momento pés-transplante (PARIKH et al.,
2015). Para minimizar o impacto, tratamentos loco-regionais demonstram vantagens
importantes na reducdo dos riscos de exclusdo do paciente da lista de espera devido a
progressao tumoral (YAO et al., 2015). Entre esses, diversas metodologias quimicas e
térmicas de tratamento de tumores foram desenvolvidas nas ultimas décadas (LENCIONI &
CROCETT, 2012). A injecdo percutanea de etanol (IPE) foi a técnica inicialmente utilizada,
promovendo necrose coagulativa devido a desidratacao celular da lesdo, desnaturacao proteica
e obliteracdo quimica de pequenos vasos tumorais. Em seguida, terapias térmicas ablativas
despontaram, classificadas em hipertérmicas (aquecendo o tecido a 60°C-100°C) -
abrangendo ablacdo por radiofrequéncia, por microondas e a laser — e crioablacédo
(congelamento do tecido a -20°C e -60°C). A maioria dos procedimentos sdo realizados
através de laparoscopia, e alguns ainda estdo sob investigacdes para obter evidéncias robustas
da aplicacdo sobre 0 manejo do CHC (GALLE et al., 2018).

3.2 Transplante Hepatico no Brasil

Em 2016, o Brasil ocupou a segunda posi¢cdo mundial em nimeros de TH, com cerca
de 1.880 transplantes realizados (RBT, 2016). E esse numero aumentou, visto que até
setembro de 2018, foram contabilizados 2.148 TH no Brasil (RBT,2018). Porém, por ser um
pais de dimensbes continentais, com extremas disparidades regionais - como indices
demograficos e socioeconémicos e acesso a prestacdo de servigos de salde — ha grandes
impactos na realizagdo de TH. Isso reflete no fato onde as regides Sul e Sudeste geralmente
mostram as maiores taxas de doacao e melhor aquisicdo de 6rgdos, principalmente em funcéo
da maior educacdo e medidas de conscientizacdo publica, além da maior e melhor
disponibilidade de recursos. Sendo assim, o acesso & TH fica facilitado, pois a maioria dos
grandes centros de TH localiza-se em regibes mais ricas e populosas do pais
(BITTENCOURT et al., 2016). Por outro lado, tal questdo, contribui com a problematica de
gue alguns estados brasileiros, o tempo de espera por um figado pode exceder a um ano
(SALVALAGGIO et al., 2012).

A taxa global de TH no Brasil € de 10,5 por milhdo de habitantes (pmh) (RBT, 2018),
com uma ampla varia¢do de 0,8 pmh no Norte para 18,3 pmh no Sul (RBT, 2017). Isso é
devido a grande concentracdo de centros de transplante nas regides Sul e Sudeste, visto que o

Brasil possui 69 centros atuantes em TH distribuidos em 14 estados (RBT, 2018), com 38%
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deles situados em Sdo Paulo e apenas 21% localizados fora das regides Sul e Sudeste (RBT,
2016). Para diminuir tal defasagem, é preciso uma dedicagdo para a implementacédo de centros
de TH nas regibes mais pobres do Norte, Nordeste e Centro-Oeste, melhorar a atengédo
primaria, o diagndstico de doencas hepaticas terminais (DHT) e os sistemas de referencia para
TH. Porém, o subfinanciamento do sistema se mostra como grande entrave (BITTENCOURT
et al., 2016). Tais condi¢des dificultam o diagnodstico e a superintendéncia adequada de
pacientes com DHT antes do encaminhamento para 0 TH e durante seu tempo na lista de
espera. O custo do TH aumentou desde que a alocacdo MELD foi adotada, devido a
necessidade de uma intensa assisténcia medica para tratar pacientes com DHT. A utilidade de
quimioembolizacdo do CHC para evitar a excluséo de pacientes da lista de espera e a maior
necessidade a assisténcia de terapia intensiva e de substitui¢do renal sdo exemplos de medidas
crescentes entre os candidatos da lista de espera parao TH (BITTENCOURT et al., 2016)

Nos ultimos anos, o Brasil vivenciou um importante aumento no estabelecimento de
novos centros de transplantes e do numero de doadores de 6rgéos e transplantes (RBT, 2014).
Sob essa perspectiva, estudos sobre a situacdo da qualidade de vida desses pacientes tornam-
se essenciais, pois possibilitam a analise do impacto dessas doencas na rotina e aquisi¢cdo de
dados que permitem a comparacdo entre diversos tipos de tratamento e analise de custos
(AGUIAR et al., 2016). Estudos constataram que a qualidade de vida em transplantados
apresentaram um positivo impacto na vida pos-transplante hepatico (GOTARDO et al., 2007;
MATQOS, 2011). Entre tais parametros, os fatores sociodemograficos se apresentam como
protagonistas (AGUIAR et al., 2016).

A Constituicéo Brasileira (1988) prevé que a saude ¢ “um direito de todos ¢ um dever
do Estado”, tendo este o dever de assegurar o “acesso universal as agdes e servicos” de satde
(BRASIL, 2018). Contraditoriamente, 0 cenario que nos aparece é que 0 acesso igualitario aos
transplantes ainda ndo foi alcancado no Brasil. Levando em consideracdo a tremenda
importancia da realizacdo de transplante pela medicina brasileira em nosso sistema de salde,
dados parecem apontar que as desigualdades ainda sdo preocupantes neste procedimento,
prejudicando a equidade de acesso deste beneficio de saude pelos brasileiros (MARINHO;
CARDOSO; ALMEIDA, 2011).

Dados na literatura indicam que, em Vvarios paises, a disparidade nos transplantes pode
ser explicada pela baixa frequéncia de doadores com potenciais compatibilidades em funcéo
da cor ou raca (JCAHO, 2004). No contexto brasileiro, as causas de morte externas estdo

entre as maiores causas de mortalidade, ao analisarmos 0 sexo e raca para essa mortalidade,
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vemos que a maioria é do sexo masculino e negro (preto ou pardo). Portanto, o argumento de
restricdo aos transplantes em receptores pretos ou pardos, devido a incompatibilidade entre
doadores e receptores, com viés de cor ou raca, ndo seria corroborada pela baixa
disponibilidade de doadores potenciais pretos ou pardos (MARINHO; CARDOSO;
ALMEIDA, 2011). Segundo a Associagéo Brasileira de Transplantes de Orgéos (ABTO), em
2007, transplantes hepaticos preponderaram em 63% de receptores do sexo masculino e 81%
da cor branca. Aproximadamente 70% desses transplantes ocorreram devido ao diagnostico
de cirrose. Apesar da maioria (57,45%) das mortes por cirrose se concentrarem na populacédo
branca (MS, 2007), este indice € muito menor que a proporcao reportada para receptores de
cor branca (81%), o que demonstra uma desigualdade na recep¢do de 6rgdos no pais
(MARINHO; CARDOSO; ALMEIDA, 2011). Analisando perfis demograficos e
epidemioldgicos, é confirmado que existe uma disparidade no recebimento dos 6rgéos, visto
que mulheres, pretos e pardos apresentam necessidades semelhantes as dos homens brancos,
além de representarem uma parcela equivalente na populacdo brasileira (MARINHO;
CARDOSO; ALMEIDA, 2011).

H& um consenso na literatura que denota maiores probabilidades de acesso de
individuos do sexo masculino e brancos aos transplantes no Brasil, e que tais embaracos para
transplantes para outros grupos sociais perpassam a atencdo basica, média até de alta
complexidade (MACHADO, 2007). Reforcando tal perfil discriminatério, receptores com
maiores niveis de instrucdo e renda obtiveram melhores dominios do estigma da doenca
hepética e da importancia da interacdo social (AGUIAR et al., 2016). Isso pode ser entendido
quando sabemos que o grau de escolaridade dos individuos tem acdo direta na assisténcia a
salde da populacdo, influenciando a criagdo de conceitos de autocuidado em saude, cuidado
do ambiente, comportamentos de risco, prevencdo e qualidade de vida (CABIESES et al.,
2011). No quesito econémico, pacientes com maior nivel de renda podem desfrutar de
melhores condic¢Bes de saude, por meio da aquisi¢do de bens e servicos em saude, melhores
condi¢des de habitacdo, educacdo e cuidados preventivos (SANTOS, 2012). Assim como
assinala Simmerling (2006): “Pobreza ndo é apenas uma barreira significativa para
transplantes de 6rgdos. Ela ¢, de fato, uma contraindicagio”.

H& uma urgente necessidade no estabelecimento de medidas que promovam a
equidade no Sistema Nacional de Transplantes (SNT), melhorias normativas, especificagdo
objetiva de principios de justica e de critérios de alocacdo, refinamento gerencial,
planejamento estratégico, transparéncia de informacdes e abordagem sistémica no &mbito do
Sistema Unico de Saude (SUS) (GOMES, 2007). Garcia, Abbud Filho e Pestana (2006)
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sublinham que “Equidade significa imparcialidade e que (...) portanto, a etnia, cor ou credo
ndo devem desempenhar nenhum papel na alocacdo de o6rgdos”. Ha a caréncia de estudos
nesse porte, visto que a identificacdo de pacientes em situagdes de vulnerabilidade
sociodemografica pode acrescentar conhecimento nas equipes que atuam nos transplantes
para a formulagéo de intervencdes precoces e abordagens multidisciplinares que tenham como
objetivo melhorar a qualidade de vida desses pacientes (AGUIAR et al., 2016). Isso destaca a
importancia da pratica continua, eficaz e de exceléncia no tratamento juntamente com o
incessante anseio de obter melhoras nos resultados para nortear o futuro do transplante de
figado (FERREIRA et al., 2015)

A complexidade que envolve desigualdade de sexo e raca é enorme, mas com razdes
claramente perceptiveis. Preconceitos, medos, desinformacdo, biologia humana,
subfinanciamento da saude, racismo e delineamentos desfavoraveis as mulheres e as minorais
e inimeros tipos de diferencas reforgcam as desigualdades nos transplantes de 6rgaos no Brasil
e no mundo. A adversidade deve ser assumida com transparéncia, verdade, coeréncia e
coragem, pautando o fato de que esse ndo é um fenémeno espontaneo, natural e intransigente.
As desigualdades sdo resultados histdricos que estruturam o tecido social brasileiro. O SUS é
causa e efeito de nossas desigualdades socioeconémicas e sanitarias, entdo, ele pode e deve
ser questionado e reestruturado (MARINHO; CARDOSO; ALMEIDA, 2011).

3.2 - Sinalizacéao de célcio no figado

Diversas fungbes hepéticas sdo reguladas pela ativagido da sinalizagdo de Ca2"
intracelular. Isso abrange o tréafico de vesiculas e contracdo canalicular, que sdo regulados
pelo Ca?" citosdlico e integram o controle da secrecdo biliar (KRUGLOV et al., 2011;
MELDOLESI & POZZAN, 1998; NATHANSON et al., 1996); metabolismo energético, que
ocorre através de mudancas no Ca2" mitocondrial (FERIOD et al., 2017; ROBB-GASPERS et
al., 1998), controle do ciclo celular, que inclui modulacdo da transcricdo génica
(HARDINGHAM et al., 1997; PUSL et al., 2002) e proteinas anti e pro-apoptoticas (LI et al.,
2002; MINAGAWA et al., 2005) para regular a proliferacdo e morte celular, eventos
regulados pela concentragido de Ca?" nucleoplasmatico (RODRIGUES et al., 2007). As
diferentes propriedades temporais (por exemplo, através da amplitude de picos de Ca®"), de
espaco (por exemplo, através de gradientes e ondas de Ca’)e localizagéo subcelular de canais
de Ca®* sdo os mecanismos capazes de regular essa variedade de processos e funcodes
simultaneamente com precisdo (AMAYA & NATHANSON, 2013; UHLEN et al., 2006).
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Para acionar essa gama de propriedades, o sistema de sinalizagdo de Ca®* possui uma
extensa maquinaria molecular de componentes (BERRIDGE et al., 2003). O inositol 1,4,5-
trifosfato (InsPs) é um desses componentes de mobilizacdo de Ca®*, e opera através do
receptor inositol 1,4,5-trifosfato (ITPR) (AMAYA & NATHANSON, 2013).

A liberagdo de Ca*" inicia-se através da interacéo entre horménios mobilizadores de
Ca’* ou fatores de crescimento com receptores acoplados & proteina G (GPCRs) da membrana
plasmatica ou receptores tirosinas cinases (RTKs) (BERRIDGE et al., 2003; BERRIDGE et
al., 2000). Os GPCRs sdo constituidos de sete dominios transmembrana, hidrofobicos,
helicoidais e um sitio intracelular de ligacdo a proteina G. As proteinas G séo
heterotriméricas, com subunidades o, B e vy (KATRITCH et al., 2012; WU et al., 1992). As
subunidades a tem atividade GTPase em locais de ligacdo especificos para proteinas efetoras,
como a fosfolipase C (PLC). Uma vez o GPCR ativado pelo seu ligante especifico, o difosfato
de guanosina (GDP) é automaticamente substituido pelo trifosfato de guanosina (GTP),
ocorre a separacdo da proteina G se associada ao receptor, 0 que por sua vez, faz com que a
subunidade o separe do complexo B-y. Com esses complexos formados, fica possivel a
ativacdo de proteinas efetoras em diferentes vias intracelulares. Com a hidrélise do GTP pela
GTPase, a estrutura heterotrimérica da proteina G reassocia e esta pronta para ser reativada
novamente (KATRITCH et al., 2012). Uma diversidade de GPCRs sdo expressos no figado,
incluindo receptor de vasopressina V1a, receptor adrenérgico a1B e varios subtipos da classe
P2Y de receptores purinérgicos e receptores de angiotensina (GASPERS & THOMAS, 2005).

As RTKs exibem atividade de proteina cinase ativada por ligante e sdo estruturadas
por apenas uma hélice de membrana, conectando o dominio de ligacdo ao ligante extracelular
ao dominio de proteina tirosina cinase citoplasmatica. A operacdo da cinase é ativada pela
dimerizacdo do receptor e pela transfosforilacdo dos residuos de tirosina dentro da alca de
ativacdo da cinase no dominio catalitico citoplasmatico. A partir disso, ha o recrutamento de
diversas proteinas adaptadoras que tem como funcdo a ativacao de vias de sinalizacdo que
geralmente regulam a proliferacdo celular, migracdo e sobrevivéncia. As fosfatases podem
finalizar a sinalizagdo através da desfosforilagcdo dos residuos de tirosina, desarticulando os
complexos de sinalizagdo formados ao redor dos receptores ativados (LEMMON &
SCHLESSINGER, 2010). A priori, entendia-se que a ativacdo de PLC por RTKs atuava de
forma semelhante sob PIP2 (BERRIDGE et al., 2003a) na membrana plasmatica, mas estudos
sugerem que ela pode intercorrer e hidrolisar PIP2 nuclear para originar InsP3 e Ca*
diretamente no nucleoplasma (RODRIGUES et al., 2008), visto que ITPR é encontrado no

envelope nuclear, bem como ao longo do reticulo nucleoplasméatico (ECHEVARRIA et al.,
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2003; RODRIGUES et al., 2007). H& uma variedade de RTKs que sdo expressos no figado
(RODRIGUES et al., 2008), contais como o receptor c-Met do fator de crescimento de
hepatocitos (HGF), o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGF) e o receptor de
insulina, e suas acOes estdo intrincadas no metabolismo lipidico e da glicose (MICHAEL et
al., 2000), fibrose hepética (BATALLER & BRENNER, 2005), regeneracdo (TRUSOLINO
et al., 2010) e hepatocarcinogénese (JOFFRE et al., 2011).

Uma vez ativada por GPCRs, a PLC hidrolisa o fosfolipidio fosfatidilinositol 4-5-
bifosfato (PIP2) na membrana plasmatica, dando origem ao diacilglicerol (DAG) e InsP3.
DAG permanece na membrana plasmatica para ativar a proteina cinase C (PKC), e InsP3
difunde através do citosol, ligando ao ITPR, promovendo a abertura destes canais e
subsequente liberacdo de Ca®* (BERRIDGE et al., 2003).

Os ITPRs sao geralmente localizados na membrana do reticulo endoplasmatico (RE)
(SOULSBY & WOJICIKIEWICZ, 2005), no envelope nuclear (MAUGER, 2012), assim
como no reticulo nucleoplasmatico (ECHEVARRIA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2008).
Ha trés isoformas de ITPRs em mamiferos (ITPR1, ITPR2 e ITPR3), apresentando grande
homologia e mesma estrutura geral entre si, onde a por¢do N-terminal apresenta o ‘dominio
de ligacdo ao ligante’, a C-terminal o ‘dominio de canal’ e um ‘dominio de acoplamento’
entre as porcdes, possuindo sitios de ligacdo putativos para diversos fatores de regulacéo
(PATTERSON et al., 2004). As isoformas variam na sensibilidade ao Ca®* e ao InsP3 além de
padrdes de expressdo e distribuicdo subcelular em diferentes tecidos (WOJCIKIEWICZ,
1995). ITPR3 é menos sensivel ao InsP3 (TU et al., 2005) e ATP ao comparado as outras
duas isoformas, porém, é mais sensivel ao Ca** (TU; WANG; BEZPROZVANNY, 2005).
Essas variacBes sdo importantes para designar uma série de implicacdes da sinalizacdo de
Ca®* mediadas por InsP3 em epitélios (MINAGAWA et al., 2007).

As diferencas na distribuicdo subcelular de ITPR é o fator que coordena os efeitos da
sinalizagdo de Ca®* no figado (KHAMPHAYA et al., 2018). Por exemplo, sinais de Ca** na
regido pericanalicular em hepatocitos e colangiocitos regulam exocitose de componentes da
bile (CRUZ et al., 2010; KRUGLOV et al., 2011; NATHANSON, MICHAEL H. et al.,
1996), sinais mitocondriais controlam ao metabolismo lipidico (FERIOD et al., 2017) e sinais
nucleares regulam a proliferagdo celular (RODRIGUES et al., 2007). Em hepatocitos, 0s
ITPR1 e ITPR2 sdo os principais canais de sinalizacdo intracelular de Ca®*. ITPR2 é a
isoforma mais abundante, sendo 80% dos ITPRs expressos nos hepatdcitos, apresentando uma
intensa concentracdo na regido da membrana pericanalicular (HIRATA; PUSL; et al., 2002).

A disfuncdo na expressdo dessa isoforma, com a sua diminui¢do, resulta em colestase
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(KRUGLOV et al.,, 2011) e deficiéncia da regeneracdo hepatica em doenca hepética
gordurosa nédo alcodlica (NAFLD) (KHAMPHAYA et al., 2018). ITPR1 representa 20% dos
canais de Ca®* expressos nos hepatécitos, com difusa distribuicdo pelo citoplasma (HIRATA
et al., 2002), e uma seletiva associacdo com mitocéndrias, 0 que permite desempenhar um
papel importante no metabolismo hepatico (ARRUDA & HOTAMISLIGIL, 2015) e na
formacdo de gotas lipidicas. O aumento de sua expressdo € associado com mecanismos de
desenvolvimento e gravidade de NAFLD (FERIOD et al., 2017).

Em contraste, nos colangiocitos, que sdo células que compdem o epitélio biliar e
constituem 3%-5% da populacdo de células no figado (LAZARIDS et al., 2004), ha a
expressdo das trés isoformas do ITPR (PUSL & NATHANSON, 2004). A isoforma 3
(ITPR3) € a mais intensamente expressa, representando aproximadamente 80% dos ITPRs
nessas células, com uma intensa concentracdo apical. Ja as outras duas isoformas representam
cerca de 10% dos canais de Ca’*, dispersas uniformemente pelo citoplasma (HIRATA,;
DUFOUR; et al., 2002). A concentracdo apical do ITPR2 em hepatdcitos e do ITPR3 em
colangiocitos depende da integridade de balsas lipidicas onde as mesmas ficam ancoradas
(NAGATA et al., 2007), formando uma zona de disparo de ondas de Ca®* (HIRATA;
DUFOUR,; et al., 2002; HIRATA; PUSL,; et al., 2002).que possibilitam o desencadeamento
de ondas de Ca*" em epitélios polarizados como o figado. Além disso, gap junctions também
estdo implicadas na formacdo dessa polaridade, sendo importantes para a manutencdo da
salde do figado (AMAYA & NATHANSON, 2014). Essas estruturas que sdo expressas na
circunferéncia da borda da membrana pericanalicular nestas células, justamente na regido
onde o ITPR é concentrado (TORDJMANN et al., 1998). Desta forma, o acimulo
perijuncional do ITPR pode auxiliar na comunicacio intercelular através dos sinais de Ca®*
(HIRATA; PUSL,; et al., 2002).

O mecanismo que proporciona a propagacdo do sinal de Ca®* apical a basolateral em
hepatocitos permanece desconhecido (AMAYA & NATHANSON, 2013). Porém, nesse
contexto, é importante destacar que a velocidade e amplitude das ondas de Ca?* intracelulares
ndo sdo modificadas em um meio extracelular livre de Ca®*, o que evidencia que tal
acontecimento depende exclusivamente do Ca®* presente nos estoques intracelulares nessas
células (NATHANSON et al., 1994). Por sua vez, em colangiocitos, observa-se pequena
expressao de ITPRs na regido basolateral (HIRATA; DUFOUR,; et al., 2002). Sabendo que
Ca®* ¢ capaz de coativar o ITPR (BEZPROZVANNY et al., 1995), provavelmente, as ondas

de Ca** em colangiécitos se propagam através do Ca®* que se concentra na zona apical de
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gatilho, que quando se espalha pelo citosol, sensibiliza os ITPRs basolaterais, possibilitando a
formagéo das ondas (AMAYA; NATHANSON, 2013).

Os mecanismos envolvidos na sinalizacdo intracelular de Ca®* no figado s&o
administrados por um conjunto de ferramentas especializadas nessa fungdo nos diferentes
tipos celulares que compde este grande 6rgdo. Os padrBes espaciais e temporais que
contribuem para a variacdo da sinalizacéo de Ca®* s&o significativos a nivel subcelular, celular
e no contexto estruturante geral de todo o 6rgdo, onde as células desempenham um servico
interconectado para alcancar a eficicia adequada da funcdo hepética global (AMAYA &
NATHANSON, 2013). O esquema representativo da maquinaria envolvida na sinalizagéo de

Ca’* descrita anteriormente, se encontra na Figura 1.

Growth factor

O Hormone

-~ <

Receptor
tyrosine kinase

G-protein-

|
1
]
1
I
coupled receptor Ca2* ,'
I
1

Endoplasmic ey [ — /
reticulum S el ’

InsP; ( Nucleoplasmic
~D! /A reticulum
_-: e’ PIP, Nucleus

Figura 1: Maquinaria molecular para o estabelecimento da sinalizagdo de Ca®* em hepatdcitos.
Os sinais de Ca*" podem ser iniciados através de horménios de ativacdo de Ca”" (por intermédio de
receptores acoplados a proteina G) ou por fatores de crescimento (por intermédio de receptores de

tirosina-cinases). A ativacdo desses receptores através de seu ligante especifico leva ao estimulo de
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fosfolipase C (PLC), que hidrolisa fosfotidilinositol-5-5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e
inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3). DAG permanece na membrana plasmética e o InsP3 se difunde por
todo o citosol, ligando-se ao receptor de InsP3 (ITPR) presente no reticulo endoplasmatico, e
possibilitando a liberacio de Ca®* no citosol. Alternativamente, os receptores tirosina cinases podem se
translocar para o ndcleo e ativar localmente a PLC e induzir a libertagdo de Ca®* do reticulo
nucleoplasmatico para o nucleoplasma. Figura adaptada de AMAYA & NATHANSON, 2013.

3.3 - Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é um virus RNA, integrante da familia Flaviviridae,
género Hepacivirus, que também engloba o GB virus B e os hepatovirus de roedores,
morcegos e ndo-primatas, recentemente elucidados (BURBELO et al., 2012). Uma das
caracteristicas do HCV ¢ sua alta heterogeneidade, onde analises filogenéticas de cepas em
diversas regifes ao redor do mundo identificaram sete principais genétipos de HCV, referidos
1-7 (MANNS et al., 2017). Os geno6tipos do HCV apresentam grande numero de subtipos,
referenciados por letras minudsculas (la, 1b e assim por diante) (SIMMONDS, 2013). A
caracteristica genotipica influencia no desenvolvimento da doenca e na resposta ao tratamento
antiviral (MANNS et al., 2017). Os mecanismos de vigilancia do HCV séo precarios em todo
o mundo, impossibilitando a quantificacdo do status global exato da abrangéncia da infec¢éo
por este virus (THRIFT; EL-SERAG; KANWAL, 2016). Para superar esse déficit, o Estudo
sobre Carga, Doencas e Fatores de Risco Global 2010 (GBD 2010), publicado em 2013,
reuniu um conjunto de elucidacdes derivadas de uma abrangente revisdo da literatura
disponibilizada juntamente com a analise de especialistas para estimar a prevaléncia mundial
do HCV (HANAFIAH et al., 2013). Tal estimativa mostrou que mais de 184 milhdes de
individuos foram infectados com o HCV, cerca de, aproximadamente, 2,8% da populacédo
mundial em 2005 (HANAFIAH et al., 2013). Se incluirmos os grupos de alto risco que ndo
foram analisados no estudo, como pessoas encarceradas, 0 nimero aumenta ainda mais, visto
que aproximadamente 2,2 milhdes de pessoas infectadas pelo HCV mundialmente estdo em
situacOes de confinamento (LARNEY et al., 2013).

A infeccdo pelo HCV pode levar a hepatite C aguda, sendo que, 50%-80% dos
pacientes evoluem para um quadro de hepatite C crénica (MANNS et al., 2017). Ao atingir o
estado de cronicidade, o HCV promove um processo inflamatorio cronico, podendo levar a
fibrose hepatica, cirrose, CHC e morte (STANAWAY et al.,, 2016). O processo de

fibrogénese é promovido pela ativacdo de células estreladas hepaticas, que se tornam
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miofiblobastos que sintetizam matriz extracelular fibrosa. Este é o principal fator de
complicagdo decorrente da infecgdo cronica pelo HCV (YAMANE et al., 2013). O processo
fibrogénico progressivo do figado leva ao estabelecimento de um quadro cirrGtico e suas
consequentes complicagcbes (MANNS et al., 2017). O ambiente inflamatério local também
desempenha um papel crucial na promocdo da fibrogénese na hepatite C crénica, devido ao
stress oxidativo e a resposta imune direcionada aos hepatocitos infectados que apresentam
epitopos virais (HEIM & THIMME, 2014). Somado a isso, diversos fatores de crescimento,
quimiocinas e citocinas sintetizadas pelos hepatocitos infectados e a apoptose de hepatocitos
através de linfécitos T CD8+, potencializam o recrutamento de células imunes, expansdo da
inflamacdo local e ativacdo de células estreladas hepaticas em miofibrobastos
(FRANCESCHINI et al., 2012; NISHITSUJI et al., 2013). Para reforcar isso, ainda ha
evidencias que sugerem que o HCV interage de maneira direta com as células estreladas
hepaticas, ocasionando um aumento da velocidade do processo fibrogénico (YAMANE et al.,
2013).

A deturpacdo na proliferacdo dos hepatdcitos no contexto da infeccdo pelo HCV
também estd envolvida na progressdo da fibrose hepéatica. Estas alteracbes podem ser
ocasionadas devidas a interacGes intracelulares entre componentes proteicos do HCV e
proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular, e ao desarranjo dos pontos de verificagdo
do ciclo celular pela degeneracdo do DNA que é induzida pelo estresse oxidativo, podendo
direcionar a transformacdo maligna de hepatdcitos. Além disso, o aumento da proliferacdo em
resposta a perda de células infectadas pode agir como um mecanismo adicional na
transformacéo de hepatdcitos (RUSYN; LEMON, 2014). Sendo assim, a infec¢do pelo HCV
desempenha um papel importante na carcinogénese hepatica (MANNS et al., 2017).

A incidéncia anual acumulada de CHC em pacientes cirroticos relacionados a hepatite
C é de 4% a 5% (EL-SERAG, 2012). O desenvolvimento de CHC induzido por HCV ¢
promovido por uma sequencia de eventos que podem perdurar entre 20 e 40 anos, que
promovem mutacGes geneticas e alteracbes epigenéticas somaticas irreversiveis, dando
vantagem de progressdao a clones malignos em um contexto de tecido carcinogénico
(GOOSSENS & HOSHIDA, 2015). Estudos clinicos sugerem a importancia de caracteristicas
virais do HCV na progressdo do CHC. Nesse sentido, pacientes afligidos pelo gendtipo 3 do
HCV foram associados a rapida progressdo da fibrose (PROBST et al., 2011), alem de
apresentarem maiores riscos de CHC e risco de morte por todos os fatores em comparagéo
com pacientes portadores de outros gendtipos (MEER et al., 2012). Isso reflete em dados,

onde o0 gendtipo 3 foi associado a um aumento de 31% e 80% no risco de cirrose e CHC,
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respectivamente, em comparacdo com o genoétipo 1 do HCV. Em contrapartida, os efeitos da
infecgdo pelo gendtipo 2 foram associados a um risco diminuido de desenvolvimento de
cirrose e CHC em comparacdo com o geno6tipo 1 (KANWAL et al., 2014).

A ligacdo viral do HCV ao hepatdcito envolve a participacdo de duas glicoproteinas
do envelope, E1 e E2, além de outros componentes e moléculas proteicas de superficie
celular. A glicoproteina E2 é composta por regides hipervaridveis que acabam sendo
reconhecidas como epitopos virais pelo sistema imune. Através disso, anticorpos sintetizados
contra essas regides sdo imunoprotetores. Porém, a alta variabilidade genotipica do HCV no
mesmo paciente, impossibilita o desenvolvimento de uma vacina profilatica eficaz tendo
como alvo proteinas virais (MANNS et al., 2017). Cada um desses eventos que levam a
hepatite C crénica € um potencial alvo para acdo terapéutica ou quimioprevencdo (HOSHIDA
et al., 2014), assim como as varias etapas do ciclo de vida natural do HCV, que servem como
alvos para os agentes antivirais de agéo direta (DAAs) (PAWLOTSKY, 2016).

A replicacdo viral, juntamente com a interrupcao do ciclo de vida intracelular do virus,
foram tidos como principais alvos das drogas antivirais. O tratamento com a combinacéo de
DAAs, leva a taxas de cura de 90% a 100% para todos os genotipos, quando o paciente atinge
a resposta viroldgica sustentada (SVR), ou seja, com niveis indetectaveis de RNA viral no
sangue. Todos os individuos com hepatite C cronica e niveis detectaveis de RNA de HCV
pela sorologia devem ser considerados para o tratamento antiviral (MANNS et al., 2017).
Pacientes com co-infeccdo por HIV, com insuficiéncia renal ou aqueles com doenca hepética
descompensada figuram um grupo de dificil tratamento do HCV e requerem maior atencao.
No entanto, os DAAs também aprimoraram 0 impacto positivo dos tratamentos nessas
populacbes. Porém, ainda ha a necessidade de medidas que possibilitem a acessibilidade dos
regimes DAAS, visto que, em muitas partes do mundo, as terapias baseadas em IFN ainda
estdo em pratica (MANNS et al., 2017). Estudos clinicos mostraram que abordagens sem
IFN, baseados em DAAs, atingiram taxas de SVR superiores a 90% em um amplo espectro da
doenca pelo HCV (EASL, 2015) e, consequentemente, reduzindo as taxas de
desenvolvimento de CHC (MEER et al., 2012). Desde 2016, diversos DAAs estdo disponiveis
para paises subdesenvolvidos através da producdo de medicamentos genéricos com
efetividade no tratamento e custo menor que 1% quando comparado aos paises desenvolvidos
(HILL et al., 2017). A inser¢do dos DAAs no tratamento de HCV tem sido revolucionaria
para pacientes que passaram pelo transplante hepatico; o fornecimento de combinagdes
seguras e de alta tolerabilidade de DAAs permite atingir taxas de SVR similares a pacientes
ndo transplantados (PRICE & TERRAULT, 2015).



37

Em muitas partes do mundo, a hepatite C figura a principal causa de transplante
hepatico (THULUVATH et al., 2010). A reinfec¢do do novo 6rgdo é praticamente certa em
pacientes que apresentam viremia pré-transplante (BERENGUER, MARINA et al., 2000).
Em média, o reaparecimento de cirrose se torna concreto em 8-10 anos ap0s o transplante
hepatico (MANNS et al., 2017). Os principais fatores associados a recorréncia da hepatite C
mais grave sdo: o recebimento de 6rgdos de doadores mais velhos, tratamento de rejei¢do
aguda, infeccdo por citomegalovirus, co-infeccdo pelo HIV, entre outros (TERRAULT,
2012). Geralmente, a sobrevida cumulativa do enxerto em pacientes com hepatite C tem sido
30% menor em comparagdo com pacientes transplantados para outras doencas hepaticas que
ndo sejam HCV (THULUVATH et al., 2010). A obtencdo de SVR no pds-transplante
hepatico estd associada a melhores resultados, com taxas de sobrevivéncia do enxerto
similares aquelas sem infeccdo pelo HCV (BERENGUER et al., 2008).

Pacientes que apresentam a coexisténcia de CHC e HCV e sdo submetidos ao
transplante hepatico, geralmente sdo tratados antes do transplante, desde que ndo tenham sido
expostos a terapias direcionadas ao CHC, em um contexto de descompensacdo da cirrose, 0s
pacientes devem ser tratados com DAAs atualmente disponiveis ap0s o transplante
(FERNANDEZ-CARRILLO et al., 2016). O delineamento do tratamento dependera
principalmente do genétipo do HCV, tolerabilidade ao medicamento ribavirina, gravidade da
doenca hepética e renal, risco de interagdes medicamentosas e etapas anteriores ao tratamento.
A escolha do tratamento é guiada pelo objetivo da terapia (MANNS et al., 2017). No entanto,
um reservatorio de individuos portadores do HCV permanecera futuramente, visto que o
tratamento com DAAs ainda é inviavel financeiramente fora dos paises desenvolvidos
(GOOSSENS & HOSHIDA, 2015). Nas préximas décadas, pode haver a estabilizacdo ou até
a diminuicdo dos numeros de infectados pelo HCV, porém, as projecGes preveem que 0S
impactos negativos em decorréncia do HCV continuardo aumentando e atingirdo o auge entre
0s anos 2020-2030 (RAZAVI et al., 2014).

3.4 - Doenca Hepética Alcoodlica

O crescimento progressivo da mortalidade por doenca hepética alcodlica (DHA)
protagoniza um dos mais graves problemas de salde em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos (SUGIMOTO & TAKEI, 2017). A DHA promove um variado espectro
clinico de lesdo hepatica, abrangendo esteatose, esteato-hepatite, fibrose, insuficiéncia
hepéatica aguda ou cronica, hepatite alcodlica, cirrose e CHC (JOSHI; KOHLI; MANCH,
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2016; SUGIMOTO & TAKEI, 2017; TESTINO, 2013). Os conceitos iniciais prevalecentes
envolvendo doenca induzida por alcool em humanos eram de que o alcool ndo exercia
hepatocitotoxicidade direta por si s0, a hepatopatia se desenvolvia, entdo, através do distdrbio
alimentar e subnutricdo (SUGIMOTO & TAKEI, 2017). Porém, em 1973, um estudo inédito
em primata, provou que o alcool atua como agente hepatotdxico de forma direta (RUBIN &
LIEBER, 1973). A partir disso, pesquisas elucidaram diversos fatores envolvidos no
estabelecimento e progressdo da DHA (SUGIMOTO & TAKEI, 2017).

O consumo excessivo de alcool promove a injuria hepatica através de endotoxinas,
estresse oxidativo e inflamacdo (TESTINO, 2013). Apds a ingestdo, parte da quantidade de
alcool é absorvida pelo estbmago, tendo acesso ao figado através da veia porta (SUGIMOTO
& TAKEI, 2017). No figado, hé trés vias metabdlicas responsaveis pela oxidacdo do etanol: a
via dominante e mais importante, através da desidrogenase alcoolica citosolica (ADH); a via
da catalase, ambas situadas nos peroxissomos; e o sistema de oxidagdo microssomal do etanol
no reticulo endoplasmatico liso dos hepatocitos, envolvendo o citocromo P450 (CYP),
principalmente em exposicoes a altas concentracdes de alcool (SUGIMOTO & TAKEI, 2017,
TESTINO et al., 2014). O produto final de qualquer uma das vias enzimaticas é o acetaldeido
(AA), que é oxidado em acetato pelas aldeido desidrogenase citosélica 1 (ALDH1) e aldeido
desidrogenase mitocondrial 2 (ALDH2) (CRAWFORD, 2012; SUGIMOTO & TAKEI, 2017
TESTINO, 2013). Uma variedade de moléculas geradas nesses processos metabolicos podem
ser 0s agentes causadores especificos para DHA (SUGIMOTO & TAKEI, 2017).

Diversos estudos apoiam a hipotese de que o AA desempenha um papel essencial na
carcinogénese associada ao alcool, em especial no trato gastrointestinal superior e inferior,
onde o acumulo de AA na saliva e no intestino grosso € elevado o bastante para a promocao
tumorigénica (JOKELAINEN et al., 1996). Essas evidéncias elucidaram que ha o acimulo de
AA em determinados individuos que detém alelos especificos dos genes codificadores para
ADH ou ALDH e isso predispde ao maior risco de cancer (YOKOYAMA; MURAMATSU;
OHMORI, 1998). Estudos encontraram uma associacao significativa entre a frequéncia alélica
ADHI1C*1 e a taxa de homozigose e um risco potencializado para canceres relacionados ao
alcool, incluindo CHC (VISAPAA et al., 2004). O AA sintetizado por inmeras ADHs é um
aldeido que se associa rapidamente a proteinas e DNA. A sua degradacgédo é promovida pelas
ALDHs em acetato, que ndo é toxico. AA tem trés mecanismos de acao distintos e principais
que fazem parte da carcinogénese: 1) a formacdo de adutos carcinogénicos de DNA; 2)
inibicdo dos mecanismos de reparacdo de DNA,; 3) efeitos epigenéticos na metilagdo do DNA
(SEITZ & MUELLER, 2015). As concentragdes de AA no tecido hepatico séo
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significativamente menores, devido ao funcionamento metabdlico eficaz. Sendo assim, na
hepatocarcinogénese, 0 estresse oxidativo e a cirrose protagonizam agdes essenciais (SEITZ
& STICKEL, 2007).

O consumo agudo ou cronico de alcool promove a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e déficit na atividade antioxidante, auxiliando o desenvolvimento de DHA
(SUGIMOTO & TAKEI, 2017; TSUKAMOTO & LU, 2001). Diversos eventos promovem 0
estresse oxidativo na DHA, como inflamacdo e recrutamento de neutrofilos e macrofagos.
Contudo, o ponto chave é a inducdo do citocromo P450 2E1 (CYP2EL) posterior ao consumo
cronico de &lcool (ONETA et al., 2002). Hipotetiza-se que os individuos que desenvolvem
um perfil de forte indugdo de CYP2EL tem maiores chances de desenvolver DHA como
consequéncia da EROs e seus efeitos danosos. Normalmente, cerca de 10% a 15% da
oxidacdo do alcool acontece através de CYP2E1, mas, em estado induzido, mais de 30% da
oxidacdo pode ser através do citocromo e nesse contexto, a geracdo de EROs acontece
(SEITZ & MUELLER, 2015). Além disso, o CYP2E1 participa da ativacdo de diversos
xenobidticos e procarcinogénicos, atividade significativa quando carcindgenos sdo
consumidos em associa¢do com o alcool (SEITZ & STICKEL, 2007). Somado a tudo isso, 0
CYP2EL1 ainda catalisa 0 metabolismo do retinol e do &cido retindide (AR), promovendo uma
diminuicdo nas concentracdes de AR corroboradas a perda da diferenciacdo celular e a
proliferacdo celular (LIU; RUSSELL; SEITZ, 2001). Esse contexto se mostra importante ao
reconhecer que o AR é o procedente fisiolégico mais ativo da vitamina A e exerce relevancia
no controle da progressdo da carcinogénese em uma variedade de canceres (LOTAN, 1996).
Pesquisas ja demonstraram que o consumo cronico de alcool induz CHC em camundongos
sem qualquer associacdo com outro carcindgeno, e que isso é devido a inducdo de CYP2E1
(TSUCHISHIMA & GEORGE, 2013). EROs podem formar adutos proteicos e DNA e sdo
capazes de ligar-se a moléculas lipidicas presentes na membrana plasmatica, possibilitando a
sintese de moléculas aldeidicas biorreativas. (TESTINO et al., 2014). Além disso, o dano
gendmico ocorre em linfocitos periféricos de pacientes com DHA, e tal caracteristica parece
correlacionar-se com a importancia da cirrose hepatica (TESTINO et al., 2014).

Todo esse complexo metabolismo do etanol requer o aumento do consumo de
oxigénio pelo figado (VIDELA; BERNSTEIN; ISRAEL, 1973). Como o etanol, em especial,
é metabolizado na regido centrolobular do I6bulo hepético, a ampliacdo da necessidade de
oxigénio promove um quadro de hipoxia relativa nessas regifes, ocasionando a necrose
hepética centrolobular (TSUKAMOTO & XI, 1989). A hipdxia tecidual maximiza os niveis
do fator de transcricdo induzido por hipoxia (HIF) nos hepatocitos (SUGIMOTO & TAKEI,
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2017), isso reflete na regulacdo de diversos genes implicados na inflamacdo, esteatose,
fibrogénese, angiogénese e tumorigénese hepética, visto que HIF regula tais genes,
promovendo a progressao da DHA para o CHC (NATH & SZABO, 2012).

A modulacdo da sintese de citocinas (adiponectina e leptina) por adipdcitos brancos,
celulas inflamatdrias e celulas de Kupffer também faz parte da patogénese da DHA
(SUGIMOTO & TAKEI, 2017). Enquanto a quantidade de triglicérides presente nos
adipdcitos aumenta, proporcionando seu crescimento, a secrecdo de adiponectina €
minimizada e a sintese de adipocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, € maximizada
pelos adipdcitos (LEHRKE & LAZAR, 2004). Moléculas pré-inflamatdrias originadas no
tecido adiposo tem a capacidade de ativar vias oncogénicas em uma gama de tecidos néo-
adiposos, incluindo o tecido hepéatico (KARAGOZIAN; DERDAK; BAFFY, 2014). Isso
parece refletir em certas caracteristicas mostradas em estudos, onde ratos expostos a uma
dieta cronica com alcool apresentaram maiores niveis de mMRNA de TNF-a em células de
Kupffer (KAMIMURA & TSUKAMOTO, 1995). Isso foi corroborado em estudos
translacionais, que mostraram que niveis séricos de TNF-a estdo aumentados em pacientes
com DHA e correlacionavam com a gravidade da hepatopatia (MCCLAIN et al., 1997).
Niveis séricos de IL-6 também se correlacionam com a gravidade da DHA (HILL et al.,
1992). Uma gama de citocinas e adipocinas, como resistina, proteina quimioatrativa de
mondcitos-1, inibidor do ativador de plasminogénio-1 e IL-10, também tém sido associadas a
certas funcdes na patogénese da DHA, mas ainda requerem dados mais robustos e
investigacGes mais claras se fazem essenciais (SUGIMOTO & TAKEI, 2017).

As juncBes entre as células epiteliais intestinais sdo prejudicadas pelo AA,
promovendo o0 aumento da permeabilidade intestinal a endotoxinas e macromoléculas,
incluindo o lipopolissacarideo (LPS) (RAO; SETH; SHETH, 2004; TESTINO et al., 2014). O
LPS proveniente do intestino e sintetizado por bacilos gram-negativos tem acesso ao figado
por meio da veia porta e atua como um promotor central do processo inflamatério na DHA
(SUGIMOTO & TAKEI, 2017). Através do LPS, células de Kupffer sdo ativadas e
macrofagos sdo recrutados para o figado por intermédio do receptor Toll-like 4 (TLR4) e seu
co-receptor, CD14, que desencadeiam a producgéo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-
6, IL-1b, e também EROs. Além disso, essas citocinas e o LPS ativam células estreladas
hepaticas, promovendo a fibrogénese (SUGIMOTO & TAKEI, 2017). Os niveis séricos de
endotoxina estdo supostamente maximizados em humanos e modelos animais com DHA, e se
correlacionam com a gravidade da doenga (FUJIMOTO et al., 2000). A participagdo do LPS

na doenga hepética foi demonstrada em um estudo recente, onde mostraram que a ativagéo do
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TLRA4 por LPS minimiza a expressdo do ITPR3 em colangiocitos humanos, contribuindo para
a colestase observada em condi¢des de sepsemia e hepatite alcodlica (FRANCA et al., 2019).

Nesse cenario influenciado pelo alcool, a fibrogénese, a cirrose, em associagdo com
um meio alterado de citocinas e fatores de crescimento, influenciam a malignicidade (SEITZ
& STICKEL, 2007). Pequenos focos pré-neoplésicos hepéticos sdo potencialmente
aumentados em numero e tamanho em exposi¢do ao alcool (CROAGER; SMITH; YEOH,
2002). Nestes focos em roedores, foi observado a presenca de células progenitoras hepaticas,
denominadas “células ovais”(SMITH; TEE; YEOH, 1996). Células ovais sdo células-tronco
hepéticas pluripotentes, e sabe-se que sua presenca é uma das caracteristicas precedentes de
alguns CHCs (ROSKAMS, TANIA A.; LIBBRECHT; DESMET, 2003). Importantes
estimulantes da proliferacdo de células-ovais sdo as citocinas TNF-a e TGF-bl, ambas
significativamente e positivamente reguladas em DHA (SEITZ & STICKEL, 2007).

Elucidar com detalhes o papel do alcool durante o desenvolvimento da hepatopatia e
seu desenvolvimento em CHC é complexo. Estudos bioguimicos e genéticos permitiram
analisar mecanismos pelos quais o alcool e, em especial, 0 metabolismo do alcool, sédo
responsaveis pelo processo de transformacdo maligna dos hepatécitos (MCKILLOP &
SCHRUM, 2009). O consumo crbnico de alcool ocasiona a doenca hepética progressiva
passando pela esteatose simples, esteato-hepatite, fibrose e, por fim, cirrose por intermédio da
ativacdo das células estreladas (SETSHEDI; WANDS; MONTE, 2010). Os efeitos intra-
hepaticos e sisttmicos do alcool desempenham uma importancia significativa, onde
hepatocitos ndo podem ser considerados exclusivos ao se estudar 0s mecanismos que
desencadeiam sua transformacdo (MCKILLOP & SCHRUM, 2009). A necessidade de mais
estudos sobre a patogénese da DHA € essencial, estes auxiliardo a aumentar a gama de opcdes
terapéuticas e potencializar a melhora do entendimento da esteato-hepatite ndo alcoolica
(NASH).

3.5 - Cirrose Criptogénica

A cirrose criptogénica (CC) é a consequéncia de uma doenca hepética cronica onde a
etiologia permanece enigmatica mesmo ap0s detalhadas avaliagdes clinicas, sorologicas e
patolégicas (MERCADO-IRIZARRY & TORRES, 2016), tornando-a uma doenga dificil de
definir e investigar (HENRY et al., , 2019). A prevaléncia de CC variou entre 5% a 30% em
pacientes cirréticos em estudos prévios. Porém, a incidéncia de CC diminuiu cerca de 5%

com o progresso do conhecimento e desenvolvimento de testes para hepatites virais, técnicas
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em sorologia e biomarcadores (CHARLTON et al., 1997). Além disso, os indices vem
diminuindo & medida que hepatopatias emergentes, como a NAFLD e NASH sdo melhor
elucidadas (HENRY et al.,2019). Mais recentemente, de acordo com estimativas de bancos de
dados de transplantes, a prevaléncia de CC é de aproximadamente 10%, mas essas analises
costumam alocar a CC em categorias como ‘“outros” diagnosticos, o que aumenta a
dificuldade de determinar a prevaléncia com mais exatiddo (WONG et al., 2015). Com a
evolucéo do entendimento e do conhecimento sobre doencas hepaticas cronicas espera-se que
a prevaléncia de CC minimize (CHARLTON et al., 2011).

Com o aprimoramento do entendimento sobre DHA e implementacdo do teste para
HCV na prética regular, a influencia dessas duas entidades na definicdo de CC diminuiu
expressivamente (SHEA et al.,, 2010; KODALI; GORDON; SILVERMAN; McCRAY,
1994). Concomitantemente, os detalhes estruturais e a historia natural mais elucidativa da
NAFLD e NASH direcionaram a descoberta de muitos tracos clinicos que se sobrepunham a
CC (HENRY, ZACHARY H; CALDWELL; ARGO, 2016).

Estudos antigos ja sugeriam que a doenca hepética gordurosa relacionada ao
metabolismo pode contribuir no desenvolvimento de uma cirrose branda. Andlises mais
conclusivas mostraram que o desenvolvimento de NASH e a progressdo para uma cirrose
micronodular leve, com perda ou intensa diminui¢do da esteatose pode ser observadas em
alguns pacientes, fazendo com que NASH fosse considerada como causa significativa para
CC (POWELL et al., 1990). Reforgcando isso, a maioria dos pacientes com CC nos EUA foi
classificada como portadora de NASH (GOLABI et al., 2018). Essa constatacdo foi
corroborada indiretamente com dados que mostram que pacientes com CC transplantados
apresentaram maiores taxas de obesidade e outras condi¢des metabolicas e um maior risco de
recidiva de NASH e alteragdes metabolicas pos-transplante (CONTOS et al., 2001; ONG et
al., 2001). Até entdo, a maioria do conhecimento acumulado sobre CC ocorre a partir de
bancos de dados de transplantes ou analises retrospectivas, havendo pouquissimos dados que
confrontem diretamente pacientes com CC e com NASH (GOLABI et al., 2018; ONG et al.,
2001). No entanto, um estudo recente comparou um grande grupo de pacientes com NASH e
CC através de parametros clinicos, dados laboratoriais e resultados advindos de
acompanhamento prospectivo, identificando que ambas entidades possuem uma prevaléncia
similar de tracos da sindrome metabdlica, sugerindo que elas devam fazer parte de um mesmo
espectro patologico, independente de suas caracteristicas histoldgicas (YOUNOSSI et al.,
2018). Younossi, Zobair e colaboradores (2018) ainda sublinham que, apesar de todas essas

convergéncias clinicas e metabolicas e piores desfechos, os pacientes com CC sdo
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habitualmente preteridos dos ensaios clinicos de NASH devido a obrigatoriedade de esteatose
e degeneracgdo de hepatdcitos em suas bidpisas hepéticas. O estudo propbe que pacientes com
CC fazem parte do mesmo processo de cirrose similar a NASH em diversos estagios da
doenca, sendo assim, ha a proposicdo de que nesse cenario de fatores de risco para sindrome
metabdlica e ndo existéncia de outras doencas hepaticas, a terminologia de CC nédo deve ser
considerada, e 0s pacientes que apresentarem importante fibrose ou cirrose devem ser
delineados de forma semelhante no estudo de drogas (YOUNQOSSI et al., 2018). Esses dados
sdo reforcados quando andlises do Registro Cientifico de Destinatarios de Transplantes dos
EUA mostram uma mudanca na indicacdo de transplante hepéatico entre os anos de 2001 e
2009. Nesta analise, a indicacdo de pacientes com NASH para transplante aumentou
significativamente, ao passo que os numeros de CC minimizaram concomitantemente no
mesmo periodo de tempo (CHARLTON et al., 2011).

Apesar da maioria dos pacientes com CC apresentarem tracos clinicos e metabdlicos
associados com NASH, ndo necessariamente todos tem NASH (YOUNOSSI et al., 2018).
Doencas raras, como a deficiéncia de lipase 4acida lisossomal, assim como algumas
decorréncias induzidas pelo uso de drogas, podem figurar um contexto de NAFLD-NASH em
exames de imagens e histoldgicos e, dessa forma, se apresentarem como CC (HENRY,
ZACHARY; ARGO; CALDWELL, 2019). Para minimizar esse problema, futuros estudos
precisam abordar tal questéo, quantificando a extensao das similaridades entre NASH e outras

hepatopatias que podem ser encaradas como CC (YOUNOSSI et al., 2018).
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Amostras

Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, exploratério, de delineamento
transversal realizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (ICB-UFMG) e no Departamento de Anatomia Patologica de Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Investigagdo Humana local da UFMG - Protocolo n°
71206617.8.0000.5149.

Foram utilizadas amostras de figado de 53 pacientes, maiores de 18 anos, que
receberam o diagndstico de CHC associado a hepatopatia crénica de etiologias de infec¢éao
pelo virus C (HCV), doenca hepética alcoodlica (DHA) ou cirrose criptogénica (CC). Todos
foram submetidos ao transplante hepatico no Grupo de Transplante Hepético do Instituto Alfa
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-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 2014. Nao foram incluidas amostras
que possuiam somente parénquima cirrdtico ou tumoral, tumores sincrénicos ou metacronicos
e a variante fibrolamelar do CHC. As cinco amostras de tecidos histologicamente normais
foram obtidas a partir de resseccBes hepaticas de pacientes acometidos por cancer de colon
metastatico, conforme determinado por uma revisdo de relatérios de patologia de 2004 a 2013
no Hospital de Yale New Haven e 2010 a 2017 no Hospital das Clinicas da UFMG (HC-
UFMG).

As informacgdes clinicas foram obtidas dos prontuarios registrados no sistema
eletronico do HC-UFMG.

4.2 - Imunohistoquimica das amostras de figado com CHC

As amostras de figado dos pacientes foram fixadas em formalina tamponada,
submetidas a parafinizacdo e emblocamento, apds isso, foram arquivadas. A partir dos blocos,
cortes de 4um, realizados em microtomo (Leica RM2125RT) foram colocados em laminas de
vidro silanizadas. Os cortes foram, entdo, desparafinizados em estufa a 65°C por, pelo menos,
8 horas. A desparafinizagdo seguiu com quatro banhos de xilol (o primeiro teve duragéo de 20

minutos e os demais, 1 minuto) e trés banhos em alcool absoluto (o primeiro teve duragédo de
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5 minutos e os outros, 1 minuto). Logo apo6s, as ldminas foram banhadas em agua corrente
durante 3 minutos. A proxima etapa foi a recuperacdo antigénica, onde as ldminas foram
submetidas a imersdo em tampao citrato (pH 6,0), em panela a vapor (CuisinArt) por 30
minutos (aproximadamente 95°C). A imunomarcacdo foi feita utilizando o sistema de
deteccdo do Polimero Novolink (Leica, Wetzlar, Alemanha). Apds o resfriamento das
laminas, foram realizadas as etapas de bloqueio da peroxidase enddégena (10 minutos);
bloqueio de proteinas (10 minutos); incubacdo com anticorpo primario; blogueio com
reagente pos-primario (30 minutos); reacdo do polimero (anticorpo secundario — 30 minutos);
deteccdo pelo sistema DAB (3,3'diaminobenzidina — por 2 minutos) e, finalmente, contra
coloracdo dos cortes por hematoxilina (5 minutos). O periodo de incubagdo com o anticorpo
priméario foi de um dia para o outro (overnight) a temperatura ambiente. Uma vez feita as
marcacdes, as laminas foram lavadas com TRIS-TBS, passaram por 3 banhos em alcool
absoluto (1 mim cada), colocadas em estufa para secagem (5 min) e, por fim, banhadas em
xilol 2 vezes (1 min cada). Apos isso, os cortes foram cobertos por laminulas.

Para este estudo, foram utilizados dois anticorpos primarios: o primeiro, para
marcacdo do ITPR3 (Anti-ITPR3 Sigma; Lot: A95424); e o segundo para marcacdo de
sSDNA (Anti-Single Stranded DNA Immune-Biological Laboratories; Lot: 1D-114).

4.3 - Analise da intensidade de expressdo de ITPR3 e do indice de marcacdo de sSDNA

Para a avaliacdo do perfil de expressdo de ITPR3 em cada uma das amostras
analisadas, foram utilizadas fotos no aumento de 40X, onde 10 campos foram fotografados
em cada uma das regifes (tumor e parénquima cirrético). A partir disso, através do software
ImageJ, a intensidade da marcacdo em cada imagem foi avaliada delimitando 10 regifes
citoplasmaticas, excluindo o nucleo. O software realiza essa analise atraves do histograma,
dando a intensidade dos pixels em cada regido selecionada em uma escala de O até 255. A
intensidade de marcacdo de cada caso foi estipulada obtendo a média de marcacdo das 10
regibes analisadas nos 10 campos fotografados. Essa metodologia de andlise de imagem
refinou os dados apresentados, pois desta forma, temos uma variavel continua que pode
retratar pequenas diferencas na intensidade de marcacdo entre as diferentes amostras,
variando do que ocorreria se tal observacao fosse realizada por patologistas que avaliariam tal
intensidade e suas diferencas entre casos através de um score categorico e mais limitado.

Para a avaliagdo da marcacdo de sSDNA, que destaca células em processo apoptotico,

em cada uma das amostras analisadas, foram utilizadas fotos no aumento de 40X, onde 10
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campos foram fotografados somente na regido tumoral. A partir disso, ndcleos positivos e
negativos foram contados em cada um dos campos. Por ultimo, foi calculada uma
porcentagem de nucleos positivos a partir do montante total de nucleos contados em cada
amostra. Com base em Guerra e colaboradores (2019), estipulamos que casos com <50% de
células marcadas para ssDNA seriam considerados com baixo percentual apoptético e,
contrariamente, casos com >50% de células marcadas para 0 mesmo anticorpo, seriam

considerados com alto percentual apoptético.

4.4 - Avaliacéo do indice mitotico

Dois patologistas especialistas em figado realizaram a contagem do namero de células
mitoticas em 10 campos de grande aumento (CGA) de laminas coradas com hematoxilina e
eosina (H&E), e identificaram areas contendo mais figuras mitéticas, em metafase ou anéfase,
o chamado hot spot. Ap6s a contagem das mitoses nessas areas, a mesma foi estendida para as
areas adjacentes ndo sobrepostas. Se nenhum hot spot pudesse ser identificado e as mitoses
fossem aleatoriamente dispersas por toda a regido tumoral, uma mitose representativa foi
eleita e a contagem comecou com aquela regido e foi estendida para os campos adjacentes.
Com referéncia aos critérios de figuras mitéticas estipuladas por Baak (BAAK, 1990), as
células em mitose foram contadas apenas se houvesse completa concordancia entre os dois
patologistas através de um microscopio de multi-cabecas. O delineamento entre baixo indice
mitotico com amostras com menos de 5 figuras mitdticas em 10 CGA (<5) e alto indice
mitético com amostras com 5 ou mais figuras mitéticas em 10 CGA (>5), foi considerado
com referéncia em diversos trabalhos que se utilizaram do mesmo critério (HA et al., 2016;
HARAFAKE; TAKEDA; TAKAHIKO KASAI; et al., 1993; NANASHIMA et al., 2003;
OSORIO et al., 2015; OUCHI et al., 2000).

4.5 - Andlise em bioinformatica

Os niveis de mRNA foram coletados em bancos de dados disponiveis gratuitamente
para acesso. Os dados dos pacientes foram retirados The Cancer Genome Atlas — TCGA e
utilizando os seguintes codigos: ENSG00000150995 (ITPR1), ENSG00000123104 (ITPR2) e
ENSG00000096433 (ITPR3). Em uma primeira analise foi avaliado os niveis de mRNA para
as isoformas do ITPR comparando o grupo controle com pacientes com carcinoma

hepatocelular. Em uma segunda andlise, os niveis de RNA mensageiro foram avaliados em



47

diferentes estagios da classificacdo TNM de tumores, que leva em considera¢do o tamanho do
nodulo tumoral (T), o acometimento de linfonodos (N) e o desenvolvimento de metéastase

(M). Os valores estdo expressos em TPM (Transcripts Per Million).

4.6 - Andlises estatisticas

Para analise estatistica, foi utilizado o software IBM SPSS. As médias de ITPR3
tumoral e do parénquima cirrético e as variaveis numericas foram correlacionadas pelo teste
de Spearman. Para a correlacdo das médias de ITPR3 com os dados categoricos, foram
utilizados Teste T e ANOVA, conforme indicado nas legendas das tabelas. Um valor de p

<0,05 foi usado para indicar significancia estatistica.
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5- RESULTADOS
5.1 - Caracterizacédo da amostra

Para o estudo, foram selecionadas amostras de 53 pacientes advindas de explantes e
distribuidas em trés diferentes etiologias subjacentes com diferentes frequéncias: HCV (31),

DHA (16) e CC (6). Representando 58,5%, 30,2% e 11,3%, respectivamente (TABELA 1).

Tabela 1 — Disposigdo das etiologias subjacentes das amostras de CHC analisadas.

Etiologia Frequéncia % valido
HCV 31 58,5%
DHA 16 30,2%

CC 06 11,3%
Total 53 100%

Virus da hepatite C (HCV); Doenca Hepatica Alcodlica (DHA); Cirrose Criptogénica (CC).

A maioria das amostras analisadas era oriunda de pacientes do sexo masculino, 45
pacientes (84,9%), e apenas 8 pacientes (15,1%) eram do sexo feminino. A descricdo dos
dados clinicos e laboratoriais analisados nesse estudo — idade, MELD, niveis séricos de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), AFP, bilirrubina total
(BT), international normalized ratio (INR) e creatinina — encontra-se na Tabela 2 com o0s
valores minimos, médios e maximos de acordo com a quantidade dos casos que apresentaram
tais informacoes.

Os parametros para idade, variaram de no minimo 41,11 anos, ao maximo de 74,03
anos, com a media em 57,9 anos. MELD apresentou uma variacdo minima de 6,0; maxima de
32,0 e média de 15,0. Os niveis sericos de AFP foram avaliados em nanogramas por mililitro
(ng/mL), com variacdo minima de 1,0; méxima de 2883,0 e média de 123,78. BT teve seus
niveis avaliados em micrograma por decilitro (ug/dL), variando do valor minimo de 0,50;
méaximo de 2,65 e média de 8,70. INR, um sistema que relata tempos de protrombina e
variagdes nos tempos de coagulacao, teve seu valor minimo em 0,990, maximo 2,690 e média
em 1,45. Creatinina foi mensurada em miligramas por decilitro (mg/dL), com valores

variando de no minimo 0,14; maximo 3,0 e meédia em 1,02. A mensuracdo das transaminases
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hepaticas ocorreram em unidade por litro (U/L), com ALT variando em minimo de 24,0; ao
méaximo de 325,0; com média de 91,3. AST apresentou minimo de 25,0; m&ximo 267 e méedia
de 85,54. ALB sérica foi avaliada em grama por decilitro (g/dL), com valor minimo de 2,0;
méaximo de 4,80; e média de 3,20. O numero de figuras mitdticas contatadas em 10 CGA
variaram em no minimo de 0; maximo de 22 e média de 5. O tamanho dos nddulos tumorais

foram medidos em centimetros, com minimo de 1 cm; maximo de 10,5 cm e média de 3 cm.

Tabela 2- Dados clinicos dos pacientes com CHC.

Minimo Meédia Maximo
Idade (anos) 41,11 57,9 74,03
MELD 6,0 15,0 32,0
AFP (ng/mL) 1,0 123,78 2883,0
BT (mg/dL) 0,50 2,65 8,70
INR 0,990 1,45 2,690
Creatinina (mg/dL) 0,14 1,02 3,0
ALT (U/L) 24,0 91,3 325,0
AST (U/L) 25,0 85,54 267
ALB (g/dL) 2,0 3,20 4,80
Mitoses (10 CGA) 0 5,0 22
Tamanho dos nédulos (cm) 1,0 3,0 10,5

Modelo para doenga hepatica terminal (MELD); o-fetoproteina (AFP); Bilirrubina total (BT);
international normalized ratio (INR); Creatinina; Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato
aminotransferase (AST); Albumina (ALB); Contagem de figuras mit6ticas em 10 campos de grande

aumento (10 CGA) e tamanho dos nddulos.

As demais caracteristicas anatomopatoldgicas — nimero de nodulos, presenca de
invasdo vascular, necrose, fibrose, inflamacgédo tumoral, caracteristicas intracelulares e grau de
diferencia¢do de acordo com Edmondson e Steiner — encontram-se apresentadas na Tabela 3,
com o percentual valido de acordo com a quantidade dos casos que apresentaram tais
informagdes. O numero de nodulos foi categorizado em casos com trés ou menos nédulos

(<3) e casos com mais de trés ndédulos (>3). O nosso grupo amostral apresenta 26 (55,3%)
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casos apresentando trés ou menos nddulos e 21 (44,7%) casos apresentando mais de trés
nodulos. Os pardmetros de invasdo vascular, necrose, fibrose, inflamacdo tumoral e
carateristicas intracelulares foram todos categorizados em presentes e ausentes. Nesse estudo,
23 (54,8%) casos tinham invasdo vascular presente e 19 (45,2%) casos ndo apresentaram tal
caracteristica. Ao avaliar lesdo necrotica, em 18 (38,3%) casos foram observados necrose,
enquanto 29 (61,7%) dos casos ndo foram relatadas tais lesdes. A presenca de fibrose tumoral
foi encontrada em 21 (45,7%) casos e ausente em 25 (54,3%). A infiltracdo de elementos
imunes e a consequente inflamacéo tumoral foi observada em 24 (51,1%) casos, e ausente em
23 (48,9%) casos. A presenca de caracteristicas intracelulares como esteatose, pigmento biliar
e corpusculos de Mallory foram observadas em 30 (66,7%) casos, enquanto 15 (33,3%) casos
ndo apresentaram nenhuma das caracteristicas. Por fim, o grau de diferenciacdo de acordo
com Edmonson e Steiner foi classificado e agrupado em | e Il (Baixo grau; bem diferenciado)
e Il e IV (Alto grau; mal diferenciado). Trinta e cinco (72,9%) casos foram classificados em
baixo grau, e treze (27,1%) dos casos em alto grau.



Tabela 3 - Caracteristicas anatomopatoldgicas dos pacientes com CHC.

Parametros clinicos

N(%)

NUmero de nodulos
<3
>3

Invasdo vascular
Presente

Ausente

Necrose
Presente

Ausente

Fibrose
Presente

Ausente

Inflamag&o tumoral
Presente

Ausente

Caracteristicas intracelulares
Presente (inclusdo celular)

Ausente

Grau de diferenciacao
Baixo grau (I-11)
Alto grau (I11-1V)

26 (55,3%)
21 (44,7%)

23 (54,8%)
19 (45,2%)

18 (38,3%)
29 (61,7%)

21 (45,7%)
25 (54,3%)

24 (51,1%)
23 (48,9%)

30 (66,7%)
15 (33,3%)

35 (72,9%)
13 (27,1%)




52

A andlise referente ao tipo histolégico do CHC — trabecular, pseudo-acinar, pseudo-
acinar/trabecular e sélido — estd apresentada na Tabela 4 com a frequéncia do nimero de
casos e percentual valido de acordo com a quantidade dos casos que apresentaram tais
informacdes. Trés (6,4%) casos apresentaram o tipo solido na morfohistologia. O tipo pseudo-
acinar foi observado em seis (12,8%) casos. O misto de pseudo-acinar/trabecular foi
observado em dezesseis (34%) dos casos, e o tipo trabecular teve predominéancia com vinte e

dois (46,8%) casos. Os ultimos dois tipos histoldgicos foram os predominantes.

Tabela 4 — Classifica¢do do padréo histologico dos pacientes com CHC.

Tipo histologico* Frequéncia % valido
Pseudo-acinar 6 12,8%
Sélido 3 6,4%
Trabecular 22 46,8%
Pseudo-acinar/ trabecular 16 34,0%
Total 47 100%

Classificacdo do padrdo histologico de acordo com Edmondson e Steiner (1954).

5.2 - Anélise de bioinforméatica

Através dos resultados da primeira analise dos dados de bioinformaética, constatamos
gue houve um leve aumento dos niveis de mRNA de ITPR1 e ITPR2, porém, nenhum deles se
mostrou estatisticamente significativo em relagcdo ao controle normal. Mas ao observarmos o
ITPR3, constatamos que houve um aumento de ~2,5 vezes e que se mostrou estatisticamente
significativo em relacdo ao controle (FIGURA 2A). Através dos resultados da segunda
analise, com a estratificacdo por estagio da doenca, podemos observar nos diferentes estagios,
os niveis de mRNA de ITPR1 e ITPR2 ndo se mostraram significativamente diferentes em
relacdo ao tecido normal. Porém, no contexto do ITPR3, o que vimos é que quanto maior o
estagio da doenca, ou seja, quanto maior a progressao tumoral, maior € os nivel de mRNA de
ITPR3, e isso se mostrou significativo quando comparados os estagios Il e 11l com o controle
normal (FIGURA 2B).
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Figura 2: Andlises de bioinformatica em TPM (Transcripts Per Million). (A) Expressdo de mRNA
de ITPR1-3 em pacientes controle (n=26) e CHC (n=89). As isoformas ITPR1 e ITPR2, que sdo
fisiologicamente expressas em hepatdcitos, ndo sdo alteradas no CHC, mas a expressdo de ITPR3 é
significativamente maior no CHC (p<0,05, p6s-testes de Bonferroni). (B) A expressdao de mRNA do
ITPR3 ndo se mostrou significativo no estagio clinico 1. Contudo, 0 mRNA de ITPR3 est4
significativamente maior nos estagios Il e Ill em compara¢do com o controle (** p<0,05 e ***

p<0,001, pds-testes de Bonferroni, respectivamente).
5.3 - Andlise imuno-histoquimica

A marcacdo imuno-histogquimica da proteina ITPR3 no tumor e no parénquima
cirrético adjacente das trés etiologias subjacentes esta ilustrada na Figura 3. Como se pode
observar, a marcacdo na regido tumoral (FIGURA 3A) apresentou uma intensidade
expressivamente maior em relacdo ao parénquima cirrotico (FIGURA 3B) e, principalmente,
em relacdo ao controle no contexto de todas as hepatopatias crbnicas apresentadas. A
intensidade da marcagdo no parénquima cirrdtico também foi mais expressiva em rela¢do ao
controle normal nas trés etiologias. Para comprovar a especificidade do anticorpo para a
marcacdo de ITPR3 através da observacdo da marcacdo de colangiocitos. A distribuicdo da
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marcacdo observada foi bem homogénea e dispersa pelo citoplasma dos hepatocitos, tanto na
regido tumoral quanto na cirrética, com alguns casos apresentando uma maior marcagdo em
torno do nucleo.

As médias da intensidade da marcacdo nas regiGes tumorais associadas a CC, HCV e
DHA sdo 129.698, 126.244 e 124.308, respectivamente. Nao ha diferencas estatisticamente
significativas entre as etiologias. As médias da intensidade da marcacdo nas regides de
parénquima cirrotico associadas a CC, HCV e DHA sdo 121.247, 112.774 e 112.819,
respectivamente. E, assim como nas regides tumorais, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre as etiologias. Sendo assim, ndo houve diferenca expressiva na intensidade
de marcacdo do ITPR3 entre as regifes tumorais e entre o parénquima cirrético quando
comparada as trés etiologias subjacentes. Porém, houve diferenca estatistica significativa
entre a regido tumoral e o parénquima cirrético dentro de cada etiologia, exceto no contexto
da CC (FIGURAS 3C-E)

A média da intensidade de marcacdo do ITPR3 nos casos controles (n=5) foi de
56.391, e tanto a média da intensidade de marcacdo destas proteinas nas regides tumorais
guanto nas regibes de parénquima cirrético das trés etiologias apresentaram diferencas

estatisticamente significativas em relagdo ao controle (FIGURASF).
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Figura 3: Imagens representativas de marcacdo e quantificacdo de ITPR3 em espécimes
coletados na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). (A) Imagens representativas da
marcacdo de ITPR3 na regido de CHC com diagndstico de hepatite viral C (HCV; n=31), doenca
hepaética alcodlica (DHA; n=16), cirrose criptogénica (CC; n=6) e controle (CRT, n=3). (B) Imagens
representativas da marcacao de ITPR3 no parénquima cirrético adjacente ao CHC com diagnostico de
HCV (n=31), DHA (n=16), CC (n=6) e CRT (n=2). Barra de escala, 200um (5x), 50um (20x) e 25um
(40x). (C) Analise quantitativa da intensidade de marcacdo de ITPR3 nas amostras de CHC e
parénquima cirrético de etiologia por HCV (n=31, **** p<0.0001; ***p<0.0001). (D) Analise
quantitativa da intensidade de marcacdo de ITPR3 nas amostras de CHC e parénquima cirrético de
etiologia por DHA (n=16, ** p<0.0057; **** p<0.0001). (E) Grafico representativo da intensidade de
marcacdo de ITPR3 nas amostras de CHC e parénquima cirrético de CC (n=6, **** p<0.0001). (F)
Gréfico representativo da intensidade de marcacdo de ITPR3 nas amostras de CHC e parénquima
cirrético comparativo entre as trés etiologias (**** p<0001). Todas as analises foram através do Teste
T Student.

5.4 - Correlacdo da intensidade de marcacdo de ITPR3 com os parametros clinicos

numéricos

O teste estatistico de Spearman foi utilizado para compararmos a intensidade do perfil
de marcacdo de ITPR3 tumoral e cirrético com as variaveis clinicas disponiveis, exceto o
indice mitotico (10 CGA) que foi avaliado por teste T. Observamos, que a maioria dos
parametros clinicos ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significativa com nenhum

dos tipos de intensidade de marcagdo de ITPR3, exceto ALT (p<0.018) e o indice mitético
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(p<0.0098), que apresentaram correlacdo significativa com a intensidade de marcagdo de
ITPR3 tumoral. (TABELA 5).

Tabela 5 — Correlacédo entre a intensidade de marcacdo de ITPR3 e dados clinicos.

Parémetros clinicos CIRROSE TUMOR
p-valor p-valor

MELD 0.395 0.393
AFP (ng/mL) 0.703 0.781
BT (mg/dL) 0.496 0.694
RNI 0.403 0.344
Creatinina (mg/dL) 0.216 0.248
ALT (U/L) 0.410 0.281
AST (U/L) 0.497 0.018
ALB (g/dL) 0.845 0.919
Mitoses (10 HPF) 0.0098
Tamanho dos nodulos (cm)  0.623 0.684

Modelo para doenga hepéatica terminal (MELD); a-fetoproteina (AFP); Bilirrubina total (BT);
international normalized ratio (INR); Creatinina; Alanina aminotransferase (ALT, *p<0.098, pds-teste
de Spearman); Aspartato aminotransferase (AST); Albumina (ALB); Contagem de figuras mitéticas

em 10 campos de grande aumento (10 CGA, ** p<0.098, po6s-teste T) e tamanho dos nddulos.

5.5 - Correlacdo da intensidade de marcacéo de ITPR3 e indice mitético

Apos realizada a contagem das figuras mitéticas nas amostras disponiveis, avaliamos a
relacdo entre as intensidades de marcacdo de ITPR3 das mesmas amostras entre aquelas
apresentaram baixo indice mitdtico (< 5) e alto indice mitdtico (>5). A maioria dos casos
(n=22; 62,8%) apresentou baixo indice mitotico, sendo que a minoria (n=13; 37,2%) se
mostrou com alto indice mitotico. Alem disso, observamos que houve uma tendéncia dos
casos que apresentaram maiores intensidades de marcagdo de ITPR3 se mostrarem com
menores indices mitoticos. Contrariamente, 0s casos que apresentaram menores intensidades

de marcagédo de ITPR3, mostraram maiores indices mitéticos (FIGURA 4).
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Figura 4: Gréfico representativo da analise de correlagdo entre a intensidade de marcacéo de
ITPR3 e o indice mitdtico. Baixo indice mitotico (<5), alto indice mitdtico (>5); n=35,** p<0.0098
pos-teste T.

5.6 - Correlacéo da intensidade de marcacéo de ITPR3 e nucleos positivos para ssSDNA

Sabendo que o processo de proliferacdo celular também depende da apoptose,
avaliamos o perfil apoptdtico presente em nossas amostras através da marcacdo de sSDNA,
marcador para apoptose, por imunohistoquimica. E o que constatamos foi que a maioria dos
casos (n=23; 69,7%) apresentou baixos percentuais apoptdticos (<50%), e a minoria se
mostrou com altos percentuais apoptoticos (n=10; 30,3%). Além disso, observamos que
houve uma correlagdo entre 0s casos que apresentaram maiores intensidade de marcagéo de
ITPR3 se mostrarem com baixos percentuais apoptdticos. Contrariamente, 0s casos que
apresentaram menores intensidades de marcacdo de ITPR3, mostrarem maiores percentuais
apoptoticos (FIGURA 5).



61

<50% >50%

3 w G 3 3 ] L3
A0 "o o e IS E Rt
2 C MRt LY ® b 2
< “Q . o @ "‘ w. p 9 g‘" e &\i‘:a "‘ :l’ "h‘
Z"‘x A@JQ - @ " ‘@ " 'Q' ae‘ Q’Rg T'?;;
. L i \@a-..e s BRIk
7,1 n-‘§ 3\@(.‘ \ : s ¢ & 5 %c;&% n’;@ ""q" o
X i \“G‘g‘l' "?,8‘\‘.4_55{--?,\,1:.‘%'
© R D) | s...:a -I-Q‘ i 7 = &
B 2 _ 160' * %%
&g o
— < 140
O o
< (T)
g)) - 120' L
L L|I_J o_lo®
°
& = 100-
x S
W80 -
< 50% > 50%
APOPTOSE
(ssDNA POSITIVO)

Figura 5: Analise de correlagdo entre a intensidade de marcacdo ITPR3 e o percentual
apoptotico (ssDNA). (A) Imagens representativas da marcacdo de sSDNA por imunohistoquimica, a
direita, baixa marcagdo nuclear para sSDNA (<50); a esquerda, alta marcagdo para ssDNA (>50%).
Barra de escala, 25um (40x). (B) Grafico de correlagdo entre intensidade de marcacdo de ITPR3 e
percentual apoptdtico. Baixo percentual apoptético (<50%), alto percentual apoptético (>50%); n=33,
*** n<0.0003 pos-teste T.

5.7 - Correlacdo do indice mitotico e percentual apoptotico

Ao observarmos o comportamento similar do indice mitotico e percentual apoptotico
em relagcdo as intensidades de marcagdo de ITPR3 tumoral, avaliamos se esses dois
paramentros se correlacionavam no CHC. Em nosso estudo, apoptose e mitose estabelecem

uma relacdo direta, onde quanto maior os indices mitdticos, maiores sdo as porcentagens de
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apoptose. E o contrario é verdadeiro, visto que quanto menor os indices mitdticos, menores

séo as porcentagens de apoptose (FIGURA 6).
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Figura 6: Anélise de correlacdo entre indice mitdtico e porcentagem de apoptose. Observa-se que
quanto maiores os indices mitoticos (>5), maiores as porcentagens de apoptose. Da mesma forma,
quanto menores os indices mitéticos (<5), menores as porcentagens de apoptose; n=15, * p<0.0220
pos-teste T.

Para correlacionar os parametros clinicos categoricos, em sua totalidade representando
caracteristicas morfo-histologicas, utilizamos o Teste t em sua maioria, visto que
apresentaram distribuicdo normal. A correlagdo feita com a categoria “padrao histologico” o
teste ANOVA foi empregado. E 0 que observamos, é que nao houve nenhuma correlagdo
estatisticamente significativa entre os paramentos disponiveis com as médias das intensidades
de marcacédo de ITPR3 (TABELA 6).



Tabela 6 — Correlagdo entre a intensidade de
anatomopatoldgicos.
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marcacdo de ITPR3 e parametros

Parametros anatomopatologicos CIRROSE TUMOR
p-valor p-valor
Numero de nédulos 0.120 0.296
Invaséo vascular 0.637 0.746
Necrose 0.114 0.461
Fibrose 0.752 0.456
Inflamacéo tumoral 0.383 0.552
Caracteristicas intracelulares 0.927 0.825
Grau de diferenciacao 0.677 0.668
Padrao histolégico* 0.601 0.941

Valores obtidos pos- teste T; *Valores obtidos pds-teste ANOVA.
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6 - DISCUSSAO

O aparecimento do ITPR3 em hepatocitos no contexto do CHC acontece através de
eventos de modificacdo epigenética (GUERRA et al., 2019). A regido promotora do ITRP3 é
constituida de 16 ilhas CpG (GUERRA et al., 2019), que sdo locais de metilacdo iminentes
na possibilidade de suprimir a expressdo génica (CHEN & RIGGS, 2012). No CHC, ha
hipometilagdo da maioria dessas ilhas identificadas, viabilizando a expressdao do ITPR3
(GUERRA et al., 2019). Além disso, constatou-se também que as regides promotoras das
outras isoformas, ITPR1 e ITPR2, ja estavam desmetiladas em hepatocitos normais
(GUERRA et al., 2019), corroborando com a conhecimento de que ITPR1 e ITPR2 séo
constitutivamente expressos em hepatécitos (CRUZ et al., 2010). A partir disso, através do
presente estudo, avaliou-se o perfil de expressdo do ITPR3 em CHCs de trés diferentes
etiologias: HCV, DHA e CC advindos de amostras humanas que foram submetidos ao
transplante hepatico. Além disso, avaliou-se também a correlacdo desse perfil de expressdo
com alguns parametros clinicos importantes. Com a metodologia descrita, visou-se investigar
a influéncia da expressao de novo de ITPR3 no figado e correlacionar com o estadiamento do
HCC.

Nosso grupo amostral apresenta uma dominancia de pacientes do sexo masculino
(84,9%) em relacdo ao sexo feminino (15,1%). Isso reflete a incidéncia de CHC
mundialmente, onde a doenca representa 6,3% de todos 0s canceres em pessoas do Sexo
masculino, enquanto no sexo feminino € de 2,8% (GLOBOCAN, 2018). Os motivos para essa
disparidade entre os sexos incluem diversos fatores, como a maior prevaléncia de infeccoes
virais persistentes, abuso do consumo de alcool e tabaco maior em homens do que em
mulheres (WANDS, 2007). Além disso, fatores genéticos e hormonais também podem ser
agentes influenciadores, visto que hé evidéncias em modelo animal mostrando que a castragédo
ou a administracdo de estrogénios minimizam a taxa de formacdo de CHC em camundongos
machos (NAKATANI et al., 2001).

No ambito da distribuicdo das etiologias, neste estudo tivemos uma maior prevaléncia
de CHCs oriundos de infecc¢do por HCV (58,5%), seguido por DHA (30,2%) e CC (11,35%).
Esse cenario é corroborado por dados do Registro Cientifico de Destinatarios de Transplantes
sobre as transformac@es na indicacdo de transplante hepético entre os anos de 2001 e 2009.
De acordo com esse estudo, HCV e DHA figuram entre as duas principais indicagdes para
transplante hepéatico, com NASH ocupando o terceiro lugar (CHARLTON et al., 2011). O
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mesmo conjunto de dados também destaca o consideravel aumento do numero de indicagdes
de transplante por NASH, enquanto as taxas de CC diminuiram no decorrer do mesmao recorte
temporal (CHARLTON et al., 2011). Isso indica uma forte relacdo, pois, embora a etiologia
subjacente exata da CC seja obscura, existem fortes correlacfes onde a NASH desempenha
um papel protagonista (CALDWELL, 2010). Um estudo mais recente mostrou que NASH
continua a aumentar como indicacdo para transplante, excedendo DHA como a segunda
principal indicacdo para transplante hepatico (WONG et al., 2015).

A elucidacdo de eventos primordiais que promovem 0 surgimento e progressao de
tumores possibilitou o delineamento de novas perspectivas para o desenvolvimento de novos
alvos e biomarcadores que influenciam decisdes no tratamento do CHC (ZUCMAN-ROSSI et
al., 2015). Dentre essas elucidacdes, as classificacdes moleculares tém como objetivo
viabilizar o entendimento da complexidade molecular dos diversos eventos bioldgicos que
orientam as subclasses do tumor e também na defini¢do de biomarcadores e alvos pontuais
para tratamentos (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015). A elaboracdo do perfil de expressao
completo do genoma que ocorreu no fim da década de 90 trouxe importantes fagulhas de
conhecimento na biomedicina (GOLUB et al., 1999). A hipdtese era que, embora no mesmo
estagio clinico, os tumores possuem disparidades significativas no contexto molecular. As
inferéncias sdo enormes, visto que as decisdes na oncologia dependem, em primeira instancia,
do estadiamento clinico e dificilmente considera as inconsisténcias moleculares do tumor
(ZUCMAN-ROSSI et al., 2015). O conhecimento dessas caracteristicas moleculares no CHC
derivaram duas vertentes de conhecimento: 1) sua relevancia como biomarcador prognéstico
ou preditivo; 2) a possibilidade de potencializar o entendimento da patogénese molecular que
envolve a doenca (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

Diversos grupos se empenharam para relatar a classificagdo molecular com base nas
caracteristicas gendmicas para 0 CHC (GUICHARD et al., 2012; HOSHIDA et al., 2013;
LEE et al., 2006; YAMASHITA et al., 2008). A andlise integrativa mostra que a maioria
destes estudos pontuou tragos gendmicos comuns que espelham os processos bioldgicos
subjacentes (VILLANUEVA et al., 2011). Ou seja, diferentes pesquisas identificaram
subclasses moleculares que agruparam pacientes similares, levando em conta alteragoes
génicas centrais. A partir disso, mesmo com as denominacdes especificas para cada classe, o
CHC pode ser distribuido em duas classes moleculares principais (HOSHIDA et al., 2009).
Uma é extensamente caracterizada por uma maior disponibilidade de sinais envolvidos na
proliferacdo e progressdo de células no ciclo celular (classe de proliferagdo) e, no geral, esta

relacionada a um perfil mais agressivo; a segunda classe geralmente conserva caracteristicas
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moleculares parecidas a fisiologia hepatica normal (classe de ndo proliferacdo) (ZUCMAN-
ROSSI et al., 2015).

As principais caracteristicas da classe de proliferacdo, que representa cerca de 50%
dos pacientes, estdo associadas a ativacdo de cascatas de sinalizacdo implicadas na
proliferacdo/sobrevivéncia celular, aumento de assinaturas de mal progndstico e relagdo com
caracteristicas clinicas de tumores agressivos e desfechos negativos (ZUCMAN-ROSSI et al.,
2015). Somado a isso, a classe também agrega o enriquecimento de sinais gendmicos que
marcam células progenitoras, como a molécula de adeséo de células epiteliais (YAMASHITA
& WANG, 2013). Os tumores dessa classe apresentam alta plasticidade e heterogeneidade
devido a taxas mais altas de instabilidade cromossémica ou em deturpacfes epigenéticas em
grande escala (VILLANUEVA et al., 2015; ZUCMAN-ROSSI et al., 2015). Sob o olhar
clinico, os pacientes da classe de proliferacdo possuem tumores agressivos, com niveis mais
elevados de AFP, diferenciagdo celular moderada/baixa e frequente invasdo vascular
(CHIANG et al., 2008; VILLANUEVA et al., 2012), além de apresentarem maiores chances
de recorréncia apds resseccdo e menores taxas de sobrevida (LEE et al., 2004,
VILLANUEVA et al., 2012). O CHC oriundo da infeccdo pelo HBV é de maioria pertencente
a essa classe (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

A classe de ndo proliferacdo apresenta-se em, no minimo, duas caracteristicas centrais:
no contexto molecular, hd o predominio da sinalizacdo Wnt em até 25% dos casos, e 0
restante sdo caracterizados pela resposta imune; no contexto fisiolégico, o transcriptoma
tumoral é semelhante a fisiologia hepatica normal (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015). Um
subconjunto de tumores pertencentes a essa classe € especificado por amplos ganhos no
cromossomo 7, relacionados a superexpressao do receptor EGF (epidermal growth factor) e a
predominancia do sexo masculino (KENG et al., 2012). Notavelmente, o dominio semelhante
de fatores genémicos associados a inflamacdo também foi observado em analises moleculares
em subclasse menos agressiva de colangiocarcinoma intra-hepético (SIA et al., 2013). Sob a
perspectiva clinica, os tumores pertencentes a essa classe apresentam tracos menos agressivos,
como melhor diferenciagdo células, menor AFP e auséncia de dominio em assinatura de mau
prognostico (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015). Em relacdo a etiologia subjacente, o HCV e o
CHC relacionado a DHA sao mais frequentes nessa classe (ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

Tais caracteristicas relacionadas a classe de ndo proliferacdo sdo corroboradas em
varios pontos com os dados apresentados no presente estudo. Como foi descrito, a influéncia
do sistema imune € uma das caracteristicas centrais da classe, e 51,1% dos casos aqui

analisados, apresentaram infiltrado inflamatorio tumoral. Ao partir para as analises clinicas,
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observamos que 72,9% dos casos foram classificados nas categorias iniciais (I e 1l) de acordo
com Edmondson e Steiner (1954), ou seja, as que apresentam maior diferenciacdo celular e
menor agressividade. A média do indice de AFP entre nossas amostras foi de 123,78 ng/mL,
que foi alta em comparacdo com o limite considerado normal que € de 20 ng/mL (BALOGH
et al., 2016), porém, ainda foi muito menor em relacéo as concentra¢fes acima de 400 ng/mL,
que é o indice categorico no contexto do CHC (MASUZAKI & OMATA, 2011).
Extrapolando ainda mais, ao compararmos com os indices acima de 1000 ng/mL, que sdo 0s
quadros que apresentam maiores chances de recorréncia e menor sobrevida (DUVOUX et al.,
2012; LEWIN et al., 2015), o indice de AFP apresentado pelo nosso grupo amostral foi ainda
expressivamente menor. Com isso, podemos concluir que apesar de fora da normalidade, no
geral, os pacientes com CHC avaliados aqui apresentaram baixos niveis de AFP. Em relacédo
as transaminases, as concentragdes normais séricas sdo de 5 a 40 U/L para AST e de 5 a 35
U/L para ALT (HUANG et al., 2006). Os pacientes aqui avaliados apresentaram elevacdes de
ambas as transaminases, com AST apresentando niveis médios em 85,5 U/L e ALT em 91,3
U/L. Ainda assim, séo elevacGes leves e moderadas, com os valores das enzimas hepaticas
dentro do limite de cinco vezes superior ao normal (ANDERSON et al., 2000). Em nossa
correlacdo estatistica dos parametros clinicos com a intensidade de marcacao de ITPR3, AST
apresentou uma correlacdo significativa direta com a intensidade de ITPR3 tumoral, porém,
somente com esses dados ndo podemos concluir que tal relacdo € especifica no contexto da
hepatocarcinogénese, visto que AST esta presente em outros 6rgdos (HUANG et al., 2006).
Por isso, niveis de AST podem elevar-se sozinhos, sem nenhuma ligacdo com ALT
(ANDERSON et al., 2000). INR apresentou seu valor maximo de 2,690 e, ainda assim,
comparando com os niveis adequados para uma anticoagulacao eficaz e segura, para a maioria
das indicacdes que é entre 2,0 e 3,0 (KITCHEN & PRESTON, 1999), esta dentro da
normalidade. No contexto etioldgico, todas as hepatopatias subjacentes aqui amostradas séo
as que geralmente apresentam caracteristicas da classe de ndo proliferacdo. Sendo assim, esse
pode ser um fator contribuinte e interferente nas correlagdes entre as intensidades de ITRP3
tumoral e do parénquima cirr6tico com os parametros clinicos e anatomopatoldgicos, visto
que pacientes aqui avaliados, no geral, apresentam tumores com um perfil de menor
agressividade, podendo haver um outro perfil de expressdo de ITPR3 e outras correlacbes
clinico-patologicas em tumores da classe de proliferagdo, tornando esse um novo alvo de
estudos.

O aumento da potencialidade proliferativa € um classico traco tumoral, em especial

devido a autossuficiéncia de sinais de crescimento, insensibilidade a sinais de anti-
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crescimento e potencial replicativo ilimitado (HANAHAN & WEINBERG, 2011). A
importancia prognostica do indice mitdtico na sobrevivéncia do paciente e do estagio tumoral
¢ atestada em diversos céanceres, entre eles o de mama e de ovario (BLOOM &
RICHARDSON, 1957; VANG; SHIH; KURMAN, 2010). No conjuntura do CHC, estudos
precedentes sugeriram um iminente papel do alto indice mitdtico como um indicador
prognostico desfavoravel (HARAFAKE; TAKEDA; KASAI; et al., 1993; NANASHIMA et
al., 2003; SOINI et al., 1996; TANNAPFEL et al., 1999). Mais recentemente, um estudo
mostrou que o alto indice mitético € um fator preditivo independente para a sobrevivéncia a
curto prazo em pacientes que passaram pela hepatectomia curativa para o CHC (HA et al.,
2016) e ainda propuseram que tal parametro seja utilizado na prética clinica para auxiliar
pacientes com a doenca. Somado a isso, 0 alto indice mitotico (>5/10 CGA) esta relacionado a
metastase intra-hepatica, maior tamanho do tumor, maiores niveis de AFP e estagio tumoral
avancado (HA et al., 2016; OUCHI et al., 2000), além de invasdo vascular, baixa
diferenciacéo histologica e alta taxa de recorréncia (NANASHIMA et al., 2003). Devido a
tamanha relevancia, analisamos o indice mitotico em nossas amostras, e observamos que a
maioria dos pacientes (62,8%) apresentaram baixo indice mitético (<5/10 CGA). Isso é
corroborado a luz de estudos in vivo e in vitro que elucidaram que tanto HCV quanto o etanol
acometem negativamente o avanco do ciclo celular, promovendo uma parada no estagio
G2/M em linhagens celulares de CHC (ALISI et al., 2005; CLEMENS et al., 2003). Isso pode
ser mais uma caracteristica do perfil do nosso grupo amostral, visto que altos indices
mitoticos se correlacionam, principalmente, em CHCs com etiologia do HBV (HA et al.,
2016).

O indice mitético em nossas amostras mostrou correlagdo significativa com a
intensidade de expressdo de ITPR3 tumoral. Observamos que 0s dois parametros se
comportaram de maneira inversa entre si, onde quanto maior a intensidade de ITPR3, menor é
0 numero de figuras mitéticas. Por outro lado, quanto menor a intensidade de ITPR3, maior
foi 0 nimero de mitoses. Esse dado pode se mostrar contraditorio, visto que € elucidado que
ITPR3 estd envolvido no processo de proliferacdo celular, em especial em células hepaticas
(BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003a; GUERRA, MATEUS et al., 2019;
RODRIGUES et al., 2007). Porém, é conhecido que o processo de proliferacdo celular
também é ordenado pela apoptose, tanto na regeneracgéo hepatica (GUERRA, MATEUS et al.,
2011) quanto em outras malignicidades, como no mesotelioma e cancer de préostata (BONONI
et al.,, 2017). O desencadeamento da sinalizagdo de Ca®" através de ITPR3 faz parte dos

eventos de morte celular apoptética (MENDES et al., 2005). Através da marcacdo de sSDNA
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analisamos o nivel de apoptose em algumas amostras de CHC, e o que observamos ao
compararmos com a intensidade de ITPR3 tumoral foi algo similar ao observado no indice
mitotico: quanto maior a intensidade de marcagdo de ITPR3, menor a marcacdo para SSDNA,
ao passo que quanto menor a intensidade de marcacdo de ITPR3, maior a marcacdo para
apoptose. Esse resultado é corroborado a luz de um recente estudo, onde mostra que a
expressdo de ITPR3 em culturas celulares de hepatdcitos e células de CHC induz protegdo
anti-apoptotica por meio do controle da expressdo génica e atividade proteica (GUERRA,
MATEUS et al., 2019). Em resumo, tanto o indice mit6tico quanto a porcentagem de células
apoptdticas se mostraram diminuidos frente ao aumento de ITPR3, enquanto 0s mesmos
parametros aumentaram frente a diminuicdo do canal de calcio no CHC humano. Ao
observamos esse comportamento similar frente ao ITPR3, correlacionamos tais variaveis e
observamos que mitose e apoptose se relacionam entre si significativamente dentro do
contexto do CHC humano. Tal elucidagdo nos permite sugerir que existe um mecanismo
subjacente no CHC, envolvendo a sinalizagdo intracelular de Ca** e o ITPR3, que promove
uma espécie de acdo compensatoria a favor do tumor. 1sso se da ao vermos que quanto mais
células morrem por apoptose, ha mais proliferacdo, possibilitando assim, a manutencdo do
namero de células do tumor. Porém, isso pode limitar o crescimento tumoral, visto que mais
células malignas estdo morrendo. Algo parecido acontece no cancer de prostata, onde
mecanismos que promovem a degradacdo do ITPR3 e dificultam a morte celular por apoptose
foram elucidados, possibilitando uma nova estratégia terapéutica, visando evitar a degradacéo
do canal de Ca** e promover a apoptose (KUCHAY et al., 2017).

A relevancia do envolvimento de ITPR3 na apoptose esta alcancando um lugar de
importancia como um toépico comum no estudo de cancer (BONONI et al., 2017; SZALAI;
KRISHNAMURTHY; HAIJNOCZKY, 1999). Embora o ITPR3 possa participar tanto da
inibicdo quanto da promocéo apoptética, dependendo do tipo do tumor (GUERRA, MATEUS
et al.,, 2019). Os ITPRs podem se associar ao canais de anions dependentes de voltagem
presentes na membrana mitocondrial externa via GRP75, uma proteina chaperona residente na
matriz mitocondrial, estabelecendo uma espécie de “sinapse” que facilita a transmissdao de
calcio do limen do RE para a mitocondria (SZABADKAI et al., 2006). A concentracdo
excessiva de Ca®* mitocondrial fomenta a abertura do poro de transicdo de permeabilidade,
com extravasamento do conteddo mitocondrial para a regido citoplasmatica e,
consequentemente, a promogdo da apoptose através da formacdo do apoptosoma (ICHAS;
JOUAVILLE; MAZAT, 1997; SZALAI; KRISHNAMURTHY; HAIJNOCZKY, 1999). A
isoforma 3 do ITPR é especialmente eficaz na modulacéo do Ca®* mitocondrial e da apoptose,
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Vvisto que o citocromo ¢ que vaza da mitocondria se liga ao ITPR, facilitando a liberagéo de
quantidades toxicas de Ca®* (BOEHNING et al., 2003). Mas, sob determinadas circunstancias,
o ITPR3 nio dispde de inibicdo por feedback em situagdes de altas concentracdes de Ca’",
que é exibida pelo ITPR1, por exemplo (HAGAR et al., 1998). Sendo assim, o ITPR3 pode
dar inicio a um ciclo de retroalimentagéo positiva para a sinalizagdo de Ca?*, estabelecendo a
formacdo de poros de transicdo de permeabilidade e liberacdo do citocromo c. Contudo, ha
uma variabilidade de maneiras como o ITPR3 pode modular e afetar a apoptose em diversos
tipos tumorais. Por exemplo, no @mbito do melanoma e do mesotelioma, deturpaces na
expressdo do ITPR3, envolvendo desubiquitinizagdo e estabilizacdo molecular, foram
associadas a perda do supressor tumoral BAP1, que estabiliza o ITPR3. A auséncia de BAP1,
entdo, leva a perda de ITPR3 e, consequentemente, minimiza sinais apoptéticos de Ca**
mitocondrial (BONONI et al., 2017). No céancer de préstata, a deterioracdo do ITPR3 foi
vinculada a mutagdes em PTEN, que competem com o FBXL2 para impedir que ele se ligue e
que degrade o ITPR3. Na falta de PTEN, ou a presenca de formas mutantes, a degradacgéo de
ITPR3 € maximizada, levando a diminuicdo da apoptose (KUCHAY et al., 2017). O
aparecimento de ITPR3 também foi relatado em cancer de célon e, nesse caso, o canal de
Ca®* foi relacionado a um pior prognéstico, com aumento de metastase, diminuicdo da
sobrevida do paciente e da apoptose (SHIBAO et al, 2010). No cenéario da
hepatocarcinogénese, o ITPR3 também esta associado a uma menor sobrevida e resisténcia a
sinais apoptoticos (GUERRA, MATEUS et al., 2019). O presente trabalho corroborou tais
elucidacbes em amostras de CHC humanas, dando ainda mais embasamento cientifico para tal
evento.

Ao partirmos para a analise do perfil de intensidade de marcacdo do ITPR3 nas
amostras humanas aqui utilizadas, observamos que a marcacdo € dispersa por todo o
citoplasma do hepat6cito e, em alguns casos, podemos observar uma marcagdo mais evidente
na regido perinuclear. Isso é corroborado com experimento de microscopia de super resolucdo
feito em HepG2, onde relataram a distribuicdo dispersa do ITPR3 por todo o citosol, e uma
co-localizacdo de cerca de ~15% com mitocondrias (GUERRA, MATEUS et al., 2019). O
mesmo estudo também mostrou que o ITPR3 também foi expresso na regido perinuclear de
HepG2, potencializando a chance deste canal de Ca®* ser um contribuinte para o
desenvolvimento de CHC (GUERRA, MATEUS et al., 2019). Fazendo outro paralelo, um
outro grupo de pesquisa analisou a marcacéo desta mesma isoforma de canal de Ca’* no
cancer de c6lon humano, e observaram que o ITPR3 aparecia nos colondcitos em forma de

agregados em ilhas, principalmente concentrados no limite invasivo do tumor (SHIBAO et
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al., 2010). Porém, ndo foi o0 que observamos em nosso trabalho, visto que a marcacdo para
ITPR3 foi dispersa por todo o tecido tumoral e parénquima cirrético adjacente no figado, sem
a aglomeracdo em focos pontuais. Isso pode refletir o carater importante de que, além do
aparecimento da isoforma, a localizacdo subcelular e tecidual ocupada pela mesma em

diferentes érgdos, pode ocasionar diversas acoes.

A natureza retrospectiva do presente estudo pode apresentar-se como uma limitacgéo,
uma vez que algumas informacdes clinicas foram perdidas. Porém, isso ndo impossibilitou o
delineamento de metodologias e analises robustas para a obtencdo dos resultados que se

mostraram significativos.
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7 - CONCLUSAO

Os resultados corroboram a hipotese de que o aumento da expressao da isoforma 3 do
ITPR participa de condi¢cbes clinicas e anatomopatoldgicas no contexto do CHC humano,
mais especificamente na proliferacdo celular por mitose e morte celular por apoptose.

O conjunto de dados aqui apresentados, sugerem e reforcam ainda mais estudos
precedentes que mostram que o aparecimento de ITPR3 no ambito da hepatocarcinogénese é
um evento comum entre diferentes etiologias, é antecedente a formacdo do tumor e promove
uma acdo protetiva contra sinais apoptoéticos externos em hepatécitos malignos de linhagem
celular tumoral. Sendo assim, o presente trabalho se mostra com um papel importante na
contribuicdo para o conhecimento da integracdo entre eventos moleculares e aspectos clinicos
e anatomohistopatoldgicos do CHC em ambito translacional. Além disso, elucidamos que ha
participacdo da sinalizacdo intracelular de Ca*" via ITPR3 em um mecanismo inerente a
hepatocarcinogénese, como uma espécie de acdo compensatoria, onde quanto mais mortes por
apoptose, maior € a proliferacdo, a titulo de sustentar a manutencdo tumoral. Tais dados,
carecem de maiores estudos futuros para o conhecimento detalhado dos elementos envolvidos

em tal mecanismo e, possivelmente, a formulacdo de novas agdes de tratamento.
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